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TRATAMENTO ACIDO NA FERMENTACAO ETANOLICA: EFEITO SOBRE A
VIABILIDADE E VITALIDADE DE LINHAGENS INDUSTRIAIS DE Saccharomyces

cerevisiae

Autor: GABRIEL SCANAVACHI DE JESUS
Orientador: Profa. Dra. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

RESUMO

O controle de microrganismos contaminantes nas industrias sucroalcooleiras brasileiras
frequentemente envolve o uso do 4cido sulfdrico, que aplicado ao final de cada ciclo
fermentativo ndo s6 controla as bactérias contaminantes, mas também promove a
desfloculacdo do fermento, contribuindo para a eficiéncia da producéo de etanol. H4 poucos
estudos mostrando qual é o efeito do tratamento 4cido sobre as leveduras agentes do
processo fermentativo, especialmente quanto a viabilidade — entendida como a proporgéo
de células vivas capazes de reproducdo — e a vitalidade — definida como a capacidade
funcional e fisiolégica das células para desempenhar atividades metabdlicas. Neste estudo,
avaliou-se o efeito do tratamento com &cido sulftrico (pH 2,5; 2 h) sobre a viabilidade e a
vitalidade de células de Saccharomyces cerevisiae, utilizando as linhagens industriais PE-2
e CAT-1 em fermentagdo em batelada alimentada com reciclo celular, em caldo de cana,
durante seis ciclos fermentativos. Foram analisados nimero de UFC/mL, nidmero de células
viaveis/mL (coloracao com eritrosina), viabilidade (%), brotamento (%), crescimento em meio
liquido e contagem de cicatrizes de brotamento, bem como teor alcodlico (g/100 mL), pH
final, aglcares redutores totais residuais (g/100 mL) e rendimento (g etanol/g aguUcares
redutores totais), apos cada ciclo de tratamento das células. Foi também conduzida
fermentacd@o sem tratamento &cido, utilizando somente agua no lugar do acido. Na linhagem
PE-2, o tratamento &cido afetou significativamente a viabilidade (%), brotamento (%),
velocidade especifica de crescimento (umax, h™) e variacdo da absorbancia. Entretanto, o
rendimento fermentativo ndo foi comprometido pelo tratamento &cido, sugerindo um perfil
adaptativo capaz de sustentar a capacidade fermentativa; ja a linhagem CAT-1 apresentou
maior sensibilidade ao estresse acido, de modo que a houve influéncia sobre o brotamento
(%), o teor alcodlico (g/100 mL) e o consumo de acUcares (g/100 mL). O aumento do
brotamento ocorreu concomitantemente ao acumulo de acucares residuais e a reducdo do
rendimento, indicando a priorizagdo da sobrevivéncia e da divisdo celular em detrimento da
eficiéncia fermentativa. Além disso, a andlise das cicatrizes de brotamento revelou
evidéncias de selecdo de células metabolicamente ativas acompanhada da morte de células
jovens, comportamento que nédo variou de forma expressiva entre as cepas e nem entre 0s
tratamentos. Em conjunto, esses resultados permitem concluir que, embora a linhagem
CAT-1 apresente persisténcia ao longo dos reciclos, exibe rendimento fermentativo inferior
ao da PE-2 na presenca do tratamento acido, provavelmente devido a menor tolerancia ao
tratamento &cido, mobilizando de forma mais acentuada estratégias de crescimento para
manter a viabilidade celular durante a fermentacéo.

Palavras-chave: Biocombustivel; fermentacdo em batelada; vitalidade; viabilidade.



Acid treatment in ethanol fermentation: effect on the viability and vitality of

industrial strains of Saccharomyces cerevisiae

Author: GABRIEL SCANAVACHI DE JESUS
Adviser: Prof. Dr. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

ABSTRACT

The control of contaminant microorganisms in Brazilian sugar-ethanol industries frequently
involves the use of sulfuric acid, which, when applied at the end of each fermentation cycle,
not only controls contaminant bacteria but also promotes deflocculation of the yeast,
contributing to ethanol production efficiency. Few studies have investigated the effect of acid
treatment on the yeasts responsible for the fermentative process, particularly regarding
viability — understood as the proportion of living cells capable of reproduction — and vitality
— defined as the functional and physiological capacity of cells to carry out metabolic
activities. In this study, we evaluated the effect of sulfuric acid treatment (pH 2.5; 2 h) on the
viability and vitality of Saccharomyces cerevisiae cells, using the industrial strains PE-2 and
CAT-1 in fed-batch fermentation with cell recycling, in sugarcane broth, over six fermentation
cycles. We analyzed CFU/mL, number of viable cells/mL (erythrosine staining), viability (%),
budding (%), growth in liquid medium and counting of bud scars, as well as alcohol content
(g/100 mL), final pH, residual total reducing sugars (g/100 mL) and yield (g ethanol/g total
reducing sugars) after each cycle of cell treatment. A control fermentation without acid
treatment was also conducted, using water in place of the acid. In the PE-2 strain, acid
treatment significantly affected viability (%), budding (%), specific growth rate (umax, h™) and
change in absorbance. However, fermentative yield was not compromised by the acid
treatment, suggesting an adaptive profile capable of sustaining fermentative capacity; in
contrast, the CAT-1 strain showed greater sensitivity to acid stress, with effects on budding
(%), alcohol content (g/100 mL) and sugar consumption (g/100 mL). The increase in budding
occurred concomitantly with accumulation of residual sugars and reduction in yield, indicating
a prioritization of survival and cell division at the expense of fermentative efficiency.
Moreover, analysis of bud scars revealed evidence of selection for metabolically active cells
accompanied by death of young cells, a behavior that did not vary markedly between strains
or treatments. Taken together, these results indicate that, although the CAT-1 strain persists
across cycles, it exhibits a lower fermentative yield than PE-2 in the presence of acid
treatment, probably due to lower tolerance to the acid treatment and a stronger mobilization
of growth strategies to maintain cell viability during fermentation.

Key-words: Biofuel; batch fermentation; vitality; viability.



1 INTRODUCAO

A vitalidade e a viabilidade celular sdo parametros centrais em qualquer bioprocesso.
A viabilidade diz respeito a capacidade do microrganismo de sobreviver, proliferar e
estabelecer novas colbnias, enquanto a vitalidade descreve o vigor fisiol6gico das células e
sua aptiddo para executar funcdes metabdlicas essenciais. Embora distintos autores
apresentem definicBes variadas para esses termos, tanto a viabilidade quanto a vitalidade
exercem influéncia direta sobre a eficiéncia e a produtividade dos processos fermentativos,
uma vez que o rendimento microbiano esta intimamente ligado ao estado fisiol6gico da
populagéo celular.

No setor de bioprocessos, microrganismos como bactérias e leveduras séao
amplamente utilizados devido a capacidade de converterem matérias-primas renovaveis em
produtos de alto valor agregado, como &cidos organicos, enzimas, biomassa microbiana e
biocombustiveis, incluindo o etanol. Em fermentac¢des industriais, avaliar a viabilidade e
vitalidade celular permite monitorar as populagbes microbianas e sua resisténcia a
condi¢cbes adversas, como variagdes de pH, temperatura e presenca de compostos téxicos.
Essas analises fornecem informagBes importantes para ajustes que potencializem a
eficiéncia dos processos.

Entre os diversos microrganismos utilizados, a levedura Saccharomyces cerevisiae
se destaca como principal agente fermentador na producédo de etanol, devido a tolerancia a
estresses ambientais e a capacidade fermentativa. No Brasil, a producdo de etanol
desempenha um papel estratégico tanto no setor energético quanto no econdmico,
consolidando o pais como um dos maiores produtores mundiais deste biocombustivel. A
maior parte do etanol brasileiro é produzido a partir da cana-de-aglUcar, um recurso
renovavel amplamente cultivado em diversas regiées do pais. Esse modelo de producéo,
baseado no conceito de biorrefinaria, permite o aproveitamento integral da biomassa da
cana, resultando em produtos como o etanol hidratado e o anidro, utilizados como
combustivel veicular ou aditivo na gasolina.

Nas usinas brasileiras de etanol, um dos aspectos operacionais que contribui para a
elevada produtividade dos bioprocessos fermentativos é o sistema de reciclo celular. Nesse
método, apoOs cada ciclo fermentativo, as células de levedura sé@o recuperadas e reutilizadas
em novos ciclos, garantindo um alto rendimento e reduzindo a necessidade de inoculag&o
constante de novas culturas. Essa pratica é vantajosa para manter a concentracao celular
elevada e favorecer a adaptacdo das células ao processo fermentativo, fator determinante
para a eficiéncia da fermentacdo em larga escala. Entretanto, o reciclo celular apresenta um
desafio significativo relacionado a contaminacdo microbiana. Ao longo dos ciclos,

microrganismos indesejaveis podem se acumular e competir pelo substrato fermentavel,



prejudicando o desempenho das células de S. cerevisiae. Além disso, o acimulo de células
senescentes, que possuem menor atividade metabdlica, também pode afetar a eficiéncia
global do processo.

Deste modo, embora o reciclo celular seja uma pratica comum e vantajosa para
aumentar a produtividade, ele também intensifica a necessidade de estratégias eficazes de
controle microbiolégico para mitigar contaminantes. Mesmo em condi¢cdes controladas, o
acumulo de subprodutos toxicos e o envelhecimento celular podem comprometer a
viabilidade e vitalidade da comunidade de leveduras. Além disso, microrganismos
indesejaveis agravam esse quadro ao competir pelo substrato e gerar metabdlitos toxicos,
reduzindo ainda mais a eficiéncia fermentativa.

A contaminacdo microbiana configura-se como um significativo desafio a producao
de etanol no Brasil, indo desde as etapas iniciais no campo até o processo de fermentacéo.
Microrganismos contaminantes, como bactérias dos géneros Lactobacillus e Bacillus,
comprometem a eficiéncia do processo ao competir com S. cerevisiae e produzir compostos
que inibem a atividade fermentativa. Esse cenario, associado as condi¢cbes ndo assépticas
predominantes nas usinas, resulta em perdas significativas de produtividade e reforca a
necessidade de praticas eficazes de controle microbioldgico.

Entre as principais estratégias de controle utilizadas no setor sucroalcooleiro
destacam-se o uso de antibidticos e o tratamento com &cido sulfdrico. Antibiéticos como
penicilina, tetraciclina e monensina inibem bactérias indesejaveis, permitindo que a
fermentagdo ocorra de maneira mais eficiente. No entanto, seu uso enfrenta restricbes
devido as preocupacdes ambientais e ao risco de resisténcia microbiana em areas proximas
as industrias. Isso tem motivado a busca por alternativas mais seguras e sustentaveis.

O tratamento com acido sulfdrico, por sua vez, é amplamente utilizado ao final de
cada ciclo fermentativo para reduzir as populagdes de bactérias contaminantes. Apesar de
sua efichcia comprovada, a aplicacdo dessa técnica requer precaucdes quanto ao
transporte, armazenamento e manuseio seguro do acido, o que pode impactar a
operacionalidade do processo. Além do controle microbiol6gico, o tratamento com &acido
sulftrico proporciona beneficios adicionais, como a desfloculagdo do fermento e possivel
remocdao de células senescentes.

Embora sejam escassos os estudos experimentais que comprovem a eficacia do
acido sulftrico na eliminacdo de células envelhecidas e frageis, é possivel que o dano
celular relacionado a idade se acumule ao longo do tempo, comprometendo diversas
atividades biol6gicas. Por esse motivo, é essencial investigar a relacao entre esses fatores e
validar os efeitos do tratamento com &cido sulfdrico durante a fermentacao.

Em vista disso, o monitoramento do estado fisiolégico das leveduras ao longo do

processo fermentativo surge como uma estratégia promissora para garantir maior



estabilidade e produtividade na producéo de etanol. Neste contexto, o presente estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com acido sulfrico sobre a vitalidade e a
viabilidade celular durante a fermentacdo etandlica em batelada alimentada com reciclo
celular. Busca-se compreender de que forma esse tratamento pode influenciar o
desempenho da levedura S. cerevisiae, contribuindo para a melhoria da eficiéncia

fermentativa e a sustentabilidade do processo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do tratamento com &cido sulfdrico sobre a viabilidade e vitalidade das
linhagens industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1) durante o processo fermentativo ao

longo dos ciclos de tratamento.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar parametros/variaveis fermentativos das linhagens industriais de S. cerevisiae
(teor alcodlico, acucares redutores totais, pH e rendimento) ao final de cada ciclo
fermentativo (total de 6), em fermentacdes com e sem tratamento com &cido
sulfdrico, em caldo de cana;

e Avaliar a viabilidade celular e vitalidade por meio da quantificagdo do numero de
células viaveis por diluicdo seriada e plaqueamento, contagem direta de células
apos coloragdo com eritrosina, crescimento das células em meio liquido, nimero de
cicatrizes de brotamento e percentuais de brotamento e viabilidade, ao final de cada
ciclo fermentativo (total de 6), em fermentagcbes com e sem tratamento com acido

sulfdrico, em caldo de cana;

e Comparar as linhagens industriais PE-2 e CAT-1 quanto aos efeitos do tratamento

acido sobre a viabilidade e vitalidade das linhagens.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O processo de fermentacédo alcodlica no Brasil

A fermentagcdo alcodlica € um processo biol6gico anaerébio no qual acglcares
simples, como glicose, frutose e sacarose, sdo metabolizados, resultando na produgéo de
etanol e dioxido de carbono como produtos (Lima; Marcondes, 2002). A levedura
Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo predominante nesse processo industrial, em
razao de sua eficiéncia na conversao de aclcares em etanol e de sua robustez frente as
condicBes estressantes tipicas da fermentacdo etandlica, como as altas concentracdes de
alcool, as variagfes de temperatura, o baixo pH e a pressdo osmotica do meio (Ceccato-
Antonini, 2021).

No Brasil, a eficiéncia fermentativa depende da qualidade do substrato, das
condicbes do meio e da adaptacdo da levedura ao sistema operacional (Paschoalini;
Alcarde, 2009). A cana-de-agUcar é a principal matéria-prima, fornecendo caldo e melago
com alta concentracdo de sacarose; o melaco, por sua vez, € um subproduto do refino do
aclcar e apresenta composicao distinta do caldo, o que influencia a nutricdo e o
comportamento da levedura (Amorim; Basso; Lopes, 2009). Essas matérias-primas tém a
vantagem de dispensar pré-tratamentos enzimaticos complexos, simplificando a operacao
industrial e reduzindo custos (Batistote et al., 2010; Goldemberg, 2007).

O processo conhecido como Mélle-Boinot é amplamente utilizado na industria de
etanol no Brasil e caracteriza-se pelo reciclo das células de levedura para os ciclos
fermentativos subsequentes (Lopes et al., 2016). O sistema de reciclo celular aliado ao
modelo de condugdo do processo por batelada alimentada destacam-se como
caracteristicas marcantes da producdo brasileira de etanol (Pacheco, 2010). O modelo de
batelada alimentada confere maior flexibilidade operacional e permite ciclos fermentativos
mais rapidos, uma vez que possibilita o controle rigoroso da concentracdo de agucar no
meio, minimizando efeitos inibitérios e maximizando a taxa de conversao. Isso se reflete em
maior produtividade média quando comparado ao processo continuo (Godoy et al., 2008).
Apesar disso, 0 sistema continuo apresenta vantagens econdmicas e de automagdo, com
custos de implantagdo reportados como 50-60% inferiores aos do modelo em batelada
alimentada (Ceccato-Antonini, 2021). Assim, a escolha do regime operacional resulta de um
balancgo entre custo, controle de processo e robustez operacional.

Em escala industrial, as dornas brasileiras costumam variar entre 0,5 e 3 milhdes de
litros. Durante a safra — aproximadamente 200—-300 dias por ano — registram-se entre 400
e 600 ciclos fermentativos, com duracdo média de 6 a 12 horas cada. As concentracdes

celulares tipicas sédo relatadas na faixa de 10-15% (m/v), e o vinho pés-fermentacéo



apresenta teor alcoolico final entre 7% e 11% (v/v), com glicose residual frequentemente
inferior a 0,01% (Amorim; Basso; Lopes, 2009; Ceccato-Antonini, 2021).

Ao término de cada ciclo, as células s@o separadas do vinho por centrifugacéo e
submetidas a procedimentos de tratamento com acido sulfarico antes de seu retorno a dorna
para o proximo ciclo; o vinho segue para destilacéo e processamento subsequente (Lopes et
al., 2016).

3.2 Fatores que influenciam a levedura na fermentacao

As condi¢des operacionais do processo fermentativo impdem multiplos desafios as
leveduras, afetando tanto sua capacidade de fermentar quanto seu crescimento (Ceccato-
Antonini, 2021). Entre os fatores determinantes destacam-se: pH baixo, variacbes de
temperatura nas dornas, alta pressdao osmoética, elevadas concentracdes de etanol,
composi¢cdo do mosto e presencga de contaminantes em niveis relevantes; tais efeitos sao
frequentemente intensificados pelo reciclo celular e por eventuais tratamentos do fermento
(Basso; Basso; Rocha, 2011). A Tabela 1 sintetiza os principais fatores e seus impactos

sobre a fisiologia e a produtividade das leveduras.

Tabela 1. Principais fatores que afetam diretamente o processo de crescimento da levedura
e sua capacidade fermentativa?.

Fator Impacto nas leveduras

_ Interfere no transporte de ions e na regulacédo
Baixo pH ) o
intracelular, gerando estresse adicional.
o O estresse térmico pode causar desnaturacdo de
Oscilagdes de temperatura _ o _ .
enzimas e inativar mecanismos celulares criticos.
Compromete o transporte de nutrientes e &agua,
Pressdo osmdtica elevada afetando o metabolismo celular e reduzindo a eficiéncia
fermentativa.
. Inibe o crescimento celular e afeta a viabilidade,
Alta concentragéo de etanol _ .
especialmente acima de 10% (v/v).
Nutrientes insuficientes ou compostos inibitérios, como
Composicao do mosto sulfito e metais pesados, afetam a eficacia
fermentativa.
Competem com as leveduras por nutrientes e
Presenca de contaminantes  produzem compostos indesejaveis, como acidos

organicos e acetato.

1Baseado em Amorim; Basso; Lopes (2009); Mager; Siderius (2002); Narendranath et al.
(1997); Oliva-Neto; Yokoya (1997); Reis et al. (2017).



A composicdo do mosto exerce influéncia direta no desempenho fermentativo. O
caldo de cana e o melaco apresentam perfis quimicos distintos: enquanto o caldo
caracteriza-se por menores concentracbes de compostos inibitérios, sua qualidade
nutricional é suscetivel a variacbes sazonais que podem impactar o rendimento. Em
contrapartida, o0 melaco — subproduto da fabricagdo do aclUcar — apresenta elevada
concentracdo de sais e substancias, a exemplo do sulfito, que podem ser téxicos as
leveduras em determinadas dosagens (Amorim; Basso; Lopes, 2009).

A estratégia de combinar caldo e melago visa equilibrar o aporte nutricional e mitigar
os efeitos toxicos sobre as leveduras. Essa reducdo da toxicidade ocorre pela diluicdo de
componentes inibitorios intrinsecos ao melago, como sais e sulfitos, cujas concentracdes
sdo reduzidas a niveis toleraveis ao metabolismo celular quando misturadas ao caldo
(Ceccato-Antonini, 2021). Além do equilibrio quimico, a composicdo do mosto misto &
fundamental para o ajuste do teor de sdlidos soluveis totais (°Brix); visto que o melaco
possui uma concentracdo de agucares excessivamente elevada, a adicdo de caldo permite
atingir a densidade ideal de fermentacdo, prevenindo o estresse osmotico e assegurando a
viabilidade das células ao longo dos ciclos.

Fatores quimicos do meio, como baixo pH e presenca de metais, afetam o
metabolismo e a integridade celular. Entre os metais, sendo encontrado com relativa
frequéncia no caldo de cana, o aluminio tem sido apontado como prejudicial, mesmo em
baixas concentragbes, por sua capacidade de interferir em componentes celulares
essenciais (Ceccato-Antonini, 2021). Além disso, o baixo pH potencializa a toxicidade de
acidos organicos (por exemplo, acido latico e acético), que quando acumulados aumentam a
vulnerabilidade das leveduras ao etanol e reduzem sua viabilidade e atividade metabdlica
(Oliva-Neto et al., 2013).

A contaminacgdo microbiolégica constitui um risco critico para processos industriais
de producdo de etanol. Espécies como Dekkera bruxellensis e Limosilactobacillus
fermentum competem por substrato com a Saccharomyces cerevisiae, produzindo
metabdlitos indesejaveis (por exemplo, acidos organicos e acetato) e, consequentemente,
reduzindo o rendimento fermentativo (Bayrock; Ingledew, 2004; Bischoff et al., 2009).
Lucena et al. (2010), ao analisar 489 isolados de quatro destilarias (2007—2008), verificaram
que bactérias laticas podem atingir até 8,9 x 108 UFC/mL nas dornas de fermentacao e 6,0 x
10® UFC/mL no caldo de cana bruto, com L. fermentum como a espécie mais frequente.
Relatos industriais e experimentais indicam prejuizos substanciais: estimativas apontam
perdas diarias da ordem de 20.000 L de etanol em condi¢Bes industriais, aumentos
significativos da glicose residual e quedas de rendimento de até =27% em contaminacdes
intensas (Amorim; Basso; Lopes, 2009; Bischoff et al., 2009). Esses efeitos decorrem tanto

da competicdo direta pelo substrato quanto do acumulo de &cido latico, que compromete



funcbes metabodlicas essenciais das leveduras (Narendranath et al., 1997; Oliva-Neto;
Yokoya, 1997).

A concentracdo de etanol constitui um importante fator limitante para S. cerevisiae:
concentracdes superiores a 10% (v/v) prejudicam a viabilidade celular, efeito que se
intensifica em temperaturas elevadas (Reis et al., 2017). A faixa térmica ideal para a
fermentacdo industrial situa-se entre 26 °C e 35 °C; contudo, o0 carater exotérmico do
processo pode elevar a temperatura até aproximadamente 38 °C, 0 que exige sistemas de
resfriamento para mitigar o estresse térmico sobre as leveduras (Lima; Basso; Amorim,
2001).

O estresse osmotico, decorrente de elevadas concentracdes iniciais de acucar,
representa outro desafio critico a fermentagcédo. Concentracdes de aglUcares redutores totais
(ART) superiores a 120 g/L podem provocar a perda de agua celular por osmose e o
comprometimento da viabilidade da levedura (Mager; Siderius, 2002). No ambiente
industrial, esse parametro € monitorado atraves do teor de solidos solUveis totais.
Considerando que 120 g/L de acucares equivalem, de maneira aproximada e simplificada, a
12° Brix, observa-se que mostos com graduacdes superiores elevam a pressdo osmética do
meio, exigindo maior robustez da cepa para evitar a plasmdlise e garantir a eficiéncia
metabdlica. Esse estresse frequentemente atua sinergicamente com a presenca de acidos
organicos e altos teores de etanol, aumentando a toxicidade do meio. Para mitigar tais
efeitos, as praticas industriais adotam sistemas de batelada alimentada, que permitem um
controle mais rigoroso das condi¢cdes operacionais e maior eficiéncia fermentativa (Graves
et al., 2006). A superioridade desse sistema reside, em grande parte, na promog¢édo da
adaptacdo celular: ao fornecer o substrato de maneira gradual, evita-se a exposicéo
imediata das leveduras a choques osmdéticos severos. Esse fornecimento controlado permite
gue o0 microrganismo ajuste seu metabolismo e a composi¢cado de sua membrana plasmatica
de forma progressiva, estabelecendo uma resposta adaptativa que mantém a homeostase
interna e a viabilidade celular mesmo diante do incremento na concentracdo de etanol e de
metabdlitos inibitérios ao longo do ciclo. Paralelamente, avancos em selecdo e
melhoramento tém produzido estirpes com maior resisténcia a esses desafios.

Desde meados dos anos 2000, a adocdo de leveduras comerciais selecionadas e
adaptadas as condicOes locais das destilarias cresceu de importancia (Ceccato-Antonini,
2021). A selegéo natural por meio do reciclo celular e da exposi¢cao a estresses industriais
favoreceu a predominancia de linhagens adaptadas. Entre as cepas industriais amplamente
utilizadas no Brasil destacam-se PE-2 e CAT-1, reconhecidas por sua capacidade de
adaptacdo, alto rendimento fermentativo e dominéncia ao final dos ciclos (Basso et al.,
2008).



A cepa PE-2 tem sido associada a maior tolerdncia a ambientes acidos, um carater
gue tende a ser favorecido em processos que empregam tratamento 4cido do fermento
(acidificacdo com H,SO,) durante o reciclo celular (Della-Bianca et al., 2014; Reis et al.,
2017). A manutencao de altas taxas de viabilidade ao longo dos reciclos é fundamental para
a estabilidade do processo e para minimizar quedas de rendimento (Amorim et al., 2011).

A viabilidade celular € um par@metro critico no contexto do reciclo, pois, células
viaveis sustentam a continuidade dos ciclos fermentativos ao longo da safra (Ceccato-
Antonini, 2021). A reducéo da viabilidade indica perda de tolerancia ao ambiente operacional
e compromete o desempenho da linhagem, sendo, portanto, um indicador valioso para

intervencéo operacional ou substituicdo de levedo (Amorim; Gryschek; Lopes, 2010).

3.3 Tratamento celular com acido sulfurico na fermentacao

O controle de microrganismos contaminantes nas dornas de fermentacéo € essencial
para assegurar a eficiéncia do processo. No Brasil, praticas antimicrobianas adotadas pela
indastria sucroalcooleira incluem a acidificacdo com &cido sulfdrico e, historicamente, 0 uso
de antibioticos, visando reduzir a carga bacteriana e preservar o desempenho fermentativo
(Ceccato-Antonini, 2018). Entre essas alternativas, a acidificagdo com H,SO, aplicada ao
fermento ao final de cada ciclo tem demonstrado efichcia no controle de bactérias
contaminantes e na desfloculagdo associada a infestagbes bacterianas (Basso et al., 2008;
Whealls et al., 1999).

A producdo de etanol no Brasil enfrenta desafios significativos relacionados a
contaminacao microbiana, presentes desde as etapas iniciais no campo até o processo de
fermentacdo. Esse problema é amplificado pelas condicbes ndo assépticas que
caracterizam a colheita, o tratamento do substrato e a conduc¢éo do bioprocesso (Silva-Neto
et al., 2020).

Microrganismos como Lactobacillus e Bacillus estdo entre os contaminantes mais
comuns, sendo a espécie L. fermentum frequentemente destacada como um dos principais
responsaveis pela reducéo da eficiéncia fermentativa. A presenca desse contaminante pode
levar a perdas expressivas, com diminuicdes de até 30% no rendimento da producédo de
etanol (Brexo; Sant'/Ana, 2017).

Apos a separacdo do vinho das células ao término do ciclo, forma-se um “creme de
leveduras” com elevada concentracdo de sélidos (tipicamente relatada na faixa de 60—70%
m/v), que € submetido a acidificacdo até pH ~1,8-2,8 por periodos tipicamente entre 1,5 e 3
h antes de seu retorno a dorna. Estudos reportaram efeitos relevantes: Gallo (1989)
observou reducéo de 44,6% no namero de células bacterianas ap06s acidificagdo, enquanto
outros trabalhos registraram redug¢des de 3 ciclos log (=99,9%) para L. fermentum com

protocolos semelhantes (Costa; Cerri; Ceccato-Antonini, 2018; Silva-Neto et al., 2020).
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Embora S. cerevisiae apresente maior tolerancia a baixos valores de pH em
comparagdo com muitas bactérias contaminantes, a exposi¢cdo a H,SO, pode provocar
danos fisiologicos em leveduras, variando conforme o estado fisiolégico (fracdo de células
jovens versus senescentes), tempo de exposicao e intensidade do tratamento (Oliva-Neto et
al., 2013). A resisténcia ao estresse acido tem sido relacionada a presenca de reservas de
carboidratos (glicogénio, trealose) e a mecanismos de protecéo celular que mitigam a perda
de integridade da membrana e o colapso metabdlico (Basso et al., 2008).

Alguns autores sugerem que a acidificacao tende a “selecionar” subpopulagdes mais
robustas, reduzindo a fracdo de células senescentes e, assim, potencialmente preservando
desempenho fermentativo nos ciclos subsequentes (Gomes et al., 2016; Silva et al., 2011).
Entretanto, as evidéncias experimentais diretas sobre a eliminacdo seletiva de células
envelhecidas sdo ainda limitadas, e os efeitos sobre viabilidade, vitalidade e produtividade

demandam avaliacdes integradas (Kamei et al., 2014).

3.4 Viabilidade e vitalidade celular em Saccharomyces cerevisiae

Em diferentes areas do conhecimento, termos como vitalidade e viabilidade podem
receber definicdes distintas ou até divergentes dentro de uma mesma area. No campo dos
microrganismos, esse desacordo € documentado por Bouix et al. (2022), os quais
empregam as categorias culturabilidade, viabilidade e vitalidade de forma diversa daquela
adotada por Kwolek-Mirek e Zadrag-Tecza (2014). Para Bouix et al. (2022), culturabilidade
refere-se a capacidade de uma célula se dividir em meio solido e formar coldnias; viabilidade
envolve integridade de membrana, capacidade de sintese proteica e produgdo de energia; e
vitalidade diz respeito a capacidade de gerar energia, ao comportamento dindmico da
cultura e aos parametros cinéticos (taxas especificas de crescimento, producdo de
metabdlitos e consumo de substrato). Assim, segundo esses autores, em uma mesma
populacdo podem coexistir células vivas — identificaveis por técnicas de coloragdo, porém
incapazes de se dividir e formar colénias — o0 que as torna indetectaveis por métodos
baseados em cultivo, além de outras subpopulacdes com atividades metabdlicas
heterogéneas.

Segundo Kwolek-Mirek e Zadrag-Tecza (2014), viabilidade é entendida como a
propor¢do de células vivas capazes de reproduzir-se em meios solidos ou liquidos, estando
relacionada a integridade da membrana e a contagem de células vivas e mortas. Vitalidade,
por sua vez, refere-se a capacidade funcional e fisioldgica das células, isto €, as alteracdes
intracelulares ou metabdlicas que podem comprometer a divisdo celular sem
necessariamente causar morte. Em muitos cenarios, efeitos toxicos reduzem primeiro a
vitalidade antes de culminarem na perda da viabilidade, o que ressalta a importancia de

distinguir esses parametros para interpretar corretamente os resultados experimentais.
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Compreender como viabilidade e vitalidade se manifestam sob diferentes estresses é

crucial em contextos industriais. A queda na capacidade reprodutiva e na sobrevivéncia

observada ao longo de um bioprocesso costuma refletir em fatores que afetam

negativamente ambos os atributos. Por isso, para avaliar adequadamente como um

microrganismo expressa suas caracteristicas, torna-se necessario também quantificar sua

longevidade reprodutiva e padrées de replicacdo no sistema estudado. As Tabelas 2 e 3

resumem 0s principais métodos empregados para analise de viabilidade e vitalidade em

leveduras.

Tabela 2. Principais métodos utilizados em processos fermentativos para determinagédo de

viabilidade celular?.

Método

Breve descri¢éo

Contagem de unidades
formadoras de
coloénia (U.F.C)

Spotting Test

Zona de Inibig&do de

Crescimento

Temporal-Lapse

Photomicroscopy

lodeto de Propidio/Fluoresceina

Azul de Metileno/Eritrosina

Este teste conta o niumero de colbnias que crescem em
um meio de cultura apés a incubagdo de uma amostra
de células. Cada coldnia surge de uma Unica célula
viavel.

Diferentes diluicbes de uma cultura de células séo
depositadas sobre o meio em uma placa de Petri. Ele
permite a observacgao visual da capacidade das células
de crescer em condi¢gBes especificas.

Esse teste avalia a capacidade das células de crescer
em torno de um disco impregnado com uma substancia
inibitéria, como um antibiético. A presenca ou auséncia
de crescimento indica a sensibilidade ou resisténcia
das células ao composto testado.

Este método utiliza microscopia para observar células
ao longo do tempo em presenca de um corante vital,
como a floxina-B. Ele permite a diferenciacdo entre
células vivas e mortas com base na capacidade de
reproducédo e na integridade celular.

Esses corantes sdo usados para avaliar a integridade
da membrana celular. O iodeto de propidio penetra em
células mortas ou danificadas, enquanto a fluoresceina
marca células metabolicamente ativas.

Estes corantes sdo empregados para identificar células
mortas, que sdo coradas de azul/rosa, enquanto

células vivas permanecem incolores.

1Baseado em Eigenfeld et al. (2023); Kwolek-Mirek; Zadrag-Tecza (2014); Stewart (2017).
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Tabela 3. Principais métodos utilizados em processos fermentativos para determinacdo de
vitalidade celular?.

Método Breve descricdo

Este teste avalia a capacidade das células de
Atividade Metabdlica realizar reag6es metabdlicas, como producdo de
energia e sintese de biomoléculas.
Avalia a atividade de enzimas especificas dentro
Atividade Enzimatica das células, o que pode ser indicativo do estado
metabdlico e da vitalidade celular.
Neste teste, as células sdo incubadas em um meio
_ . de cultura liquido e o crescimento € monitorado ao
Cultura em Meio Liquido
longo do tempo por meio de medigbes de
densidade Optica ou contagem de células.
O ATP é uma molécula energética fundamental
para as células. A medicdo do conteudo de ATP
Conteudo de ATP
pode indicar a capacidade das células de produzir
e utilizar energia.
Este teste avalia a integridade e o funcionamento
das mitocéndrias, que sdo organelas responsaveis
Potencial da Membrana Mitocondrial pela producéo de energia na célula. Um potencial
de membrana mitocondrial saudavel & essencial

para a funcéo celular adequada.

1Baseado em Eigenfeld et al. (2023); Kwolek-Mirek; Zadrag-Tecza (2014); Stewart (2017).

Em S. cerevisiae, a vida reprodutiva replicativa (replicative lifespan) corresponde ao
namero de geracdes que uma célula-mae pode originar antes de cessar a divisdo -
tipicamente cerca de 25 geracbes em estirpes selvagens, com maximos em torno de 40
geracdes (Lesur; Campbell, 2004). Kamei et al. (2014) observaram que alteracbes
metabdlicas associadas ao envelhecimento surgem ja a partir da 112 geracao, incluindo
maior atividade do ciclo dos acidos tricarboxilicos, reducédo na sintese de aminoacidos de
cadeia ramificada e diminuigdo do glicogénio intracelular.

ApoOs cada replicacdo, a célula-mée forma um anel cicatricial de quitina e glucana na
parede celular, intitulada de cicatriz de brotamento (Bacon et al., 1966; Cabib et al., 1997).
Essas cicatrizes acumulam-se ao longo das divisdes, e o nimero de brotamentos que uma
célula realiza € condicionado por fatores genéticos, morfoldgicos, fisiologicos e ambientais
(Eigenfeld; Kerpes; Becker, 2021). Brotos jovens ndo apresentam cicatrizes de brotamento;

existem também as chamadas cicatrizes de nascimento (birth scars), que por ndo conterem
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quitina, ndo séo detectadas por corantes que marcam essa estrutura e ndo se correlacionam
com o historico reprodutivo da célula (Powell; Quain; Smart, 2003). Por isso, a contagem de
cicatrizes de brotamento € um indicador pratico do envelhecimento reprodutivo (replicative
age) e ajuda a inferir sinais de senescéncia celular atuantes sobre a viabilidade e vitalidade
em colonias.

Os métodos para avaliar viabilidade incluem técnicas de crescimento em meios
sélidos e liquidos e ensaios com corantes. Técnicas de crescimento informam sobre células
capazes de formar coldnias, porém séo lentas e ndo detectam células metabolicamente
ativas incapazes de se dividir. Ensaios com corantes (colorimétricos ou fluorescentes)
oferecem respostas rapidas e objetivas, discriminando células vivas e mortas com base na
integridade da membrana ou no metabolismo celular (Eigenfeld et al., 2023; Kwolek-Mirek;
Zadrag-Tecza, 2014).

O azul de metileno é reduzido por células metabolicamente ativas, tornando-as
incolores; células sem atividade enzimatica permanecem coradas e sdo consideradas
mortas (Lee; Robinson; Wang, 1981). Contudo, em processos com reciclos sucessivos —
onde as células enfrentam estresses como alta concentracdo de acguUcar, etanol e pH baixo
— muitas células ficam fisiologicamente fragilizadas, apresentando coloragéo intermediaria
ou mais clara com azul de metileno e podem ser classificadas como “mortas”, embora se
recuperem ao serem plaqueadas em meio rico (YPD), formando coldnias. Essa limitagdo
introduz subjetividade e possibilidade de falsos-positivos, dependentes do tempo de
exposicao ao corante (Feizi et al., 2016).

A eritrosina é uma alternativa que tinge células mortas em rosa-avermelhado,
oferecendo contraste mais nitido, menor exigéncia de reagentes e menor tendéncia a
classificar equivocadamente células fragilizadas; além disso, ndo provoca o esverdeamento
observado com azul de metileno em meios com alta concentracdo de agucar (Martinez et
al., 2016; Oliveira et al., 1996).

A avaliacdo da vitalidade foca nas capacidades funcionais das células e inclui
métodos como mensuracdo de ATP intracelular, potencial de membrana mitocondrial,
ensaios de atividade enzimatica e o teste de poder de acidificacdo. Este ultimo, amplamente
empregado na industria cervejeira, estima a atividade fermentativa por meio da reducao do
pH extracelular apés a adicdo de glicose (Kwolek-Mirek; Zadrag-Tecza, 2014; Stewart,
2017).

O termo viable but non culturable, VBNC, refere-se a células que mantém integridade
estrutural e sinais de atividade metabdlica, mas apresentam perda temporaria da
capacidade de formar col6nias em placas (Liu et al., 2023). Em termos fisioldgicos, o estado

VBNC constitui uma resposta ao estresse ambiental em que a célula reduz fungdes
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proliferativas e reorienta 0 metabolismo para manutencao, muitas vezes de forma reversivel
apos a remocao do estressor (Liu et al., 2023).

Em leveduras, evidéncias de VBNC foram obtidas experimentalmente mediante
exXposicdo a agentes estressores, seguida de recuperacdo da capacidade de crescimento
em condicBes favoraveis (Salma et al., 2013). Na prética, a identificacdo de VBNC exige a
combinacdo de ensaios de culturabilidade com métodos independentes de avaliacdo da
viabilidade e da vitalidade celular, tais como contagem microscépica com corantes
diferenciais, ensaios de ATP intracelular, testes de atividade enzimatica, protocolos de
reativagdo em meio rico, analise de padrdes de velocidade de crescimento e citometria de
fluxo (Pinto; Santos; Chambel, 2015). Assim, discrepancias entre contagens por UFC e
medidas de viabilidade microscépica podem indicar a presenca de populacées VBNC, cuja
confirmagdo demanda ensaios complementares.

Por fim, tratamentos com acido sulfirico, comumente usados em processos
industriais, tém sido associados a eliminacdo de células menos viaveis e a preservacdo de
subpopulagbes mais robustas (Costa; Cerri; Ceccato-Antonini, 2018; Goldammer, 2022;
Lorenzi, 2021). Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar como esses

tratamentos afetam de modo integrado viabilidade, vitalidade e desempenho fermentativo.
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4 MATERIAIS E METODOS

A ndo ser quando especificado, os experimentos e analises foram realizados no
Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM) da UFSCar, CCA-Campus

Araras.

4.1 Microrganismos

As cepas de S. cerevisiae (linhagens industriais PE-2 e CAT-1) foram obtidas do
banco de culturas do Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM) da
UFSCar, CCA-Campus Araras. As leveduras foram armazenadas em meio YPD (Yeast
extract, Peptone, Dextrose), composto por 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicose,

20 g/L de peptona e 20 g/L de agar, mantidas em slants a 4°C.

4.2 Fermentacdo em batelada com reciclo celular e tratamento acido

Para a propagacéo das leveduras, duas alcadas foram inicialmente cultivadas em
125 mL de meio YPD contendo 4% de glicose em Erlenmeyer de 250 mL. As culturas foram
incubadas a 30°C, com agitacdo constante a 200 rpm, durante 24 h. Apos esse periodo, 100
ML da cultura inicial foram transferidos para 1 L de caldo de cana esterilizado com
aproximadamente 13° Brix, dentro de Erlenmeyer de 2 L. A utilizacdo dessa concentracdo
especifica justifica-se pela necessidade de fornecer um aporte energético adequado para a
multiplicacdo celular, mantendo, simultaneamente, 0 meio em uma faixa de baixa pressdo
osmotica. A etapa de propagacdo ocorreu por 72 h sob as mesmas condi¢cdes de
temperatura, com agitacdo ocasional para facilitar a liberacdo de CO,. Concluido o
processo, as células foram separadas por decantacdo, o vinho foi armazenado, e a
biomassa foi ajustada para 4 g de massa Umida, correspondente a uma concentracdo de
1x10° a 2x10° células por mL, sendo posteriormente acondicionada em tubos Falcon de 50
mL.

Os experimentos fermentativos foram realizados em triplicata, seguindo a
metodologia descrita por Raghavendran et al. (2017). Inicialmente foi montado o pé-de-cuba
da seguinte maneira: cada tubo Falcon de 50 mL continha aproximadamente 4 g de
levedura em massa Umida, 2 mL de vinho (advindo da propagacédo) e aproximadamente 6
mL de agua destilada estéril. O teor alcodlico final do pé-de-cuba foi ajustado para 5% (v/v)
com etanol absoluto com base no teor alcodlico do vinho coletado, subtraindo-se
proporcionalmente o volume de &gua. Foram adicionados 9,25 mL de caldo de cana
esterilizado (14,5 g/100 mL de ac¢ucar redutor total) em trés momentos distintos: nos tempos
0, 2 e 4 h. Os tubos foram mantidos a 30°C, agitados periodicamente e pesados antes e

depois da adicdo do caldo a cada 2 h, ao longo de 10 h, para monitorar a liberagédo de CO..
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Apbs esse periodo, os tubos foram retirados da incubadora, mantidos em temperatura
ambiente até o dia seguinte (20 h no total) e novamente pesados.

Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 2.000 x g, com os sobrenadantes
(vinho) sendo armazenados a -20°C para posterior andlise das variaveis teor alcodlico,
acucar redutor total e pH. Os tubos foram pesados somente com a massa celular umida
advinda da pds-fermentacéo e iniciou-se o tratamento acido, consistindo na adicdo de 2 mL
de vinho (advindo da propagacéo), 6 mL de 4gua e solucdo de acido sulfdrico 1 N até pH
2,5, monitorando-se por meio do pH-metro. O teor alcodlico final foi ajustado com etanol
absoluto com base no teor alcodlico do vinho coletado, subtraindo-se proporcionalmente o
volume de 4gua. Os tubos foram mantidos por 2 h a 30°C. Para o experimento controle, ndo
foi adicionada a solu¢do de acido sulfarico. Os tubos foram entdo homogeneizados e um
volume de 100 puL foi retirado para as analises de viabilidade celular (por plaqueamento e
contagem de células ao microscopio), testes de crescimento em meio liquido e contagem de
cicatrizes de brotamento, apos centrifugacéo e lavagem com solucéo salina 0,85%.

Em seguida foi iniciada a alimentacdo com caldo conforme descrito anteriormente, e
esse procedimento (ciclo fermentativo e tratamento celular) foi repetido por um total de 6

ciclos fermentativos e 6 ciclos de tratamento.

4.3 Analises de viabilidade e vitalidade celular

4.3.1 Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)

O procedimento para contagem de unidades formadoras de coldnia (UFC) foi
realizado a partir de amostras da biomassa celular, as quais foram diluidas em série
utilizando solucdo salina contendo 0,85% de NaCl. As diluicbes foram plaqueadas em
duplicata em meio YPD, utilizando o método de semeadura em superficie. As placas foram
incubadas a 30°C por um periodo de 72 h. Apds o término da incubacdo, o nimero de

colénias formadas foi contado, e os resultados foram expressos como UFC/mL.

4.3.2 Coloragao com corante Eritrosina

A solucéo estoque de eritrosina B foi preparada dissolvendo-se 0,1 g de eritrosina B
em 100 mL de PBS 1x (pH 7,2), obtendo-se concentracdo de 0,1% (m/v); a solucéo foi
acondicionada em frasco ambar e conservada a 4 °C, protegida da luz. Para avaliagdo da
viabilidade, as amostras de levedura foram homogeneizadas e, quando necessario, diluidas
na proporcdo apropriada. Em tubos de ensaio, transferiu-se 1 mL da suspenséo celular e
adicionou-se 1 mL da solucdo estoque de eritrosina (razdo 1:1, v/v); as misturas foram
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente (Martins et al., 2024). Apos a incubacéo,

procedeu-se a contagem em camara de Neubauer sob microscopio optico (objetiva 40x).;
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durante a analise consideradas células viaveis aquelas ndo coradas e células invidveis as
gue apresentaram coloracdo réseo-avermelhada, alem de contabilizar celulas com brotos.
Os resultados foram expressos em numero de células vivas/mL, viabilidade (%) e
brotamento (%), conforme descrito por Ceccato-Antonini (2021), seguindo as seguintes
férmulas:

¢ Viabilidade (%) = (n° de células viaveis / (n° de células viaveis + n° de células nao

viaveis)) x 100.

e Brotamento (%) = (n° de células viaveis em brotamento / total de células viaveis) x
100.

e Células viaveis/mL = Z numero de células contadas em 5 quadriculos x 5 x 10* x

diluicéo.

4.3.3 Crescimento em meio liquido

As amostras de massa celular foram padronizadas para uma concentragao inicial de
1x107 células/mL em meio YPD liquido e constituiram o inéculo para o teste de crescimento
em meio liquido.

Em condi¢bes assépticas, adicionou-se 180 pL de meio YPD estéril e 20 pL do
indculo a cada poco de uma microplaca esterilizada de 96 pocos, modelo "Costar 96 Flat
Bottom Transparent Polystyrene”. Como controle negativo, utilizou-se meio YPD sem adicdo
de in6culo. Apds a montagem, a microplaca foi incubada na leitora de microplacas Tecan
Infinite® M200.a 30°C, com agitacao, por um periodo de 24 h. A absorbancia foi medida a
600 nm em intervalos de 15 minutos, gerando as curvas de crescimento da levedura apés
cada ciclo de tratamento, ao longo dos reciclos celulares. Foram analisadas as amostras
retiradas do pé-de-cuba e dos ciclos fermentativos 1 e 6.

Os valores de absorbancia foram transformados em In para andlise dos dados. A
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax, h™) foi determinada pela regressdo
linear dos dados de In da absorbancia em funcdo do tempo durante a fase exponencial de
crescimento, sendo o coeficiente angular da reta correspondente ao pmax. Foram também
determinadas a duracéo da fase lag (h) e a variacdo da absorbancia (absorbancia ao final
de 15 h — absorbéncia a 0 h) para cada amostra. O tempo de 15 h para avaliar a variagdo da
absorbéancia foi estabelecido com base no menor periodo de tempo em que ocorreu a

estabilizacéo dos valores de absorbancia.
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4.3.4 Contagem de cicatrizes de brotamento

Foi preparada uma solucdo de Calcofluor White M2R (Sigma-Aldrich®) a 10 mg/mL.
Uma suspenséo contendo 1 mL com 10° células/mL de levedura foi lavada com 150 pL de
sorbitol 1 M e ressuspensa em 150 pL da solucdo corante, mantendo-se a suspensao a 4 °C
por 5 min (Lesur; Campbell, 2004). Em seguida realizaram-se quatro lavagens sucessivas
com sorbitol 1 M; as células foram entdo ressuspensas em 20 uL da mesma solugéo e
observadas em microscopio de fluorescéncia Leica Microsystems DM4000 B LED, utilizando
0 cubo de fluorescéncia A4 (faixa de excitacdo UV; filtros BP 340/40, RKP 400, BP 470/40).
Os ajustes de aquisi¢ao utilizados foram: tempo de exposi¢cdo = 432,6 ms; ganho (gain) =
1,2x; saturagdo = 1,00; gama = 0,70. Esse ensaio foi realizado no Laboratério de
Microscopia e Caracterizacdo de Materiais (LabMiCam), UFSCar, CCA-Campus de Araras

Diferentes campos de avaliagcdo ao microscopio foram fotografados (captura de
imagens) e as imagens foram analisadas avaliando-se um numero de 100 células de
leveduras, contabilizando o niUmero de cicatrizes de brotamento em cada uma das células
(Figura 1). Os resultados foram analisados por meio da frequéncia do niumero de células em
funcdo do numero de cicatrizes de brotamento (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 cicatrizes) no total de

100 células.

Figura 1. Visualizacao de células de S. cerevisiae das cepas industriais PE-2 (a esquerda) e
CAT-1 (a direita), coradas com Calcofluor White M2R. O corante se liga a quitina,
evidenciando as cicatrizes de brotamento (setas), que aparecem como regides fluorescentes
na parede celular. Os nimeros indicam a quantidade de cicatrizes observadas por célula.

Fonte: Imagens do autor (2025).
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4.4 Analise da fermentacéo

Amostras dos sobrenadantes obtidos ap6s cada ciclo fermentativo foram destiladas e
o0 teor alcodlico foi determinado em densimetro digital Anton-Paar. O pH final foi
determinado em pH-metro digital. A concentragdo de acucar redutor total foi determinada
apoés hidrolise das amostras com &cido cloridrico e quantificacdo pelo método do &cido-3,5-
dinitrossalicilico (Miller, 1959).

O rendimento (g etanol produzido/g agucar redutor total consumido) foi calculado
seguindo a férmula descrita em Raghavendran et al. (2017):

RENDIMENTO DEETANOL = K x {(V,. + (0.7 x P) x ET
_1_:-—'—{]? X, P_|"} iy E?_l”}

10, 000
64.75 x V, x TRS

onde:

V= volume (mL) de vinho centrifugado;

P = biomassa Umida de levedura peletizada (g);

ET = etanol no vinho centrifugado (% v/v) ao final;

Py, = biomassa de levedura peletizada do ciclo anterior (g);

ETp= titulo de etanol (% v/v) no vinho centrifugado do ciclo anterior (indculo);
Vs = volume do substrato (ml);

TRS = acUcares redutores totais do substrato (g/100 ml).

4.5 Anédlise estatistica

Para todas as variaveis estudadas, foi calculada a média das triplicatas e o desvio-
padrdo, em cada ciclo fermentativo, para cada um dos tratamentos utilizados na
fermentacdo (com ou sem acido). Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia
para dois fatores (two-way anova), considerando-se ‘Ciclo’ e ‘Tratamento’ como os fatores.
Utilizou-se o software Past (Palaeontological Statistics), versao 4.03 (Hammer; Harper;
Ryan, 2001) para a analise estatistica. Os resultados foram apresentados mostrando a
significAncia ao nivel de 5% para cada fator e variavel estudada.

Para avaliar o efeito do tratamento (com e sem acido) na frequéncia de células em
relacdo ao numero de cicatrizes de brotamentos, aplicou-se o teste de Qui-Quadrado para
tabelas de contingéncia. O nivel de significAncia utilizado foi de 5%. Com o intuito de
verificar a diferenca entre tratamentos, diversas hipoteses foram testadas, a saber: i)

comparagdo entre tratamentos considerando a combinacdo entre leveduras e ciclos
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fermentativos; ii) comparacdo entre tratamentos considerando a combinacdo apenas dos
ciclos de fermentacdo (independente das leveduras); iii) comparacdo global, em que se
considera conjuntamente todos os ciclos de fermentacdo e ambas as leveduras. A
estatistica de Qui-Quadrado foi calculada com i-1 graus de liberdade, onde i representa o
namero de categorias ndo nulas para as cicatrizes de brotamento (total de oito categorias,
variando de zero a sete). Todos os testes foram conduzidos no software R, utilizando a
funcao chisg.test.

A relagédo ‘numero de cicatrizes de brotamento por nimero de células’ foi calculada
fazendo a somatdria do niumero de cicatrizes multiplicado pelo nimero de células em cada
categoria e dividindo pelo nimero total de células (nUmero de 100). Os resultados foram
avaliados por Analise de Variancia para um fator (one-way anova), considerando-se
‘Tratamento’ como fator. Utilizou-se o software Past (Palaeontological Statistics), versao

4.03 (Hammer; Harper; Ryan, 2001) para a analise estatistica.



21

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do tratamento acido sobre a levedura industrial PE-2

Os experimentos tiveram como objetivo investigar o efeito do tratamento com &cido
sulfarico (pH 2,5; 2 h) sobre as linhagens industriais de S. cerevisiae PE-2 e CAT-1 durante
fermentacbes em batelada alimentada com reciclo celular. Buscou-se avaliar, de forma
isolada e combinada, os impactos dos reciclos e do tratamento 4cido sobre pardmetros
microbioldgicos criticos, especialmente viabilidade e vitalidade celular. Além disso, o estudo
teve como proposito identificar possiveis alteracBes no perfil fisiolégico da populacao,
incluindo a presenca de células vivas, porém metabolicamente comprometidas, como
aguelas incapazes de se dividir ou em estado de senescéncia. A hipétese central foi a de
gue a acidificagdo poderia modular a dindmica de sobrevivéncia e atividade da levedura ao
longo dos reciclos, resultando em mudangas no padréo de crescimento e na manutencao da
eficiéncia fermentativa, efeitos que somente seriam evidenciados por uma analise integrada
dos fatores principais e de suas interagdes.

No presente trabalho, foram considerados como indicadores de viabilidade: o nimero
de UFC/mL (por plaqueamento em meio YPD), nimero de células viaveis/mL (por contagem
em microscopio apés coloracdo com eritrosina), e 0s percentuais de viabilidade e
brotamento. Como indicadores de vitalidade, foram considerados os resultados de teor
alcodlico/rendimento, parametros de crescimento em meio liquido (velocidade especifica
méaxima de crescimento, duracdo de fase lag e variagdo de absorbancia) e niamero de
cicatrizes de brotamento.

Foi avaliada a culturabilidade (capacidade de formar col6nia em meio solido) das
células por meio de crescimento em placas de Petri com YPD. No ensaio aqui empregado,
ao final do sexto ciclo a linhagem PE-2 apresentou contagens médias de 8,78 x 10%°
UFC/mL na fermentacdo sem tratamento &cido e 4,92 x 10 UFC/mL na fermentacdo com
tratamento &cido (Figura 2A), mas ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos. No entanto, houve efeito significativo dos ciclos sobre o nimero de UFC
(Tabela 4). Houve queda até o quarto ciclo seguida de recuperacgéo, terminando com valores
superiores aos observados nos ciclos iniciais. O estresse fermentativo impde pressdo de
selecdo sobre a populagéo de leveduras, favorecendo as subpopula¢cdes mais adaptadas ao
bioprocesso (Basso et al., 2008). Em geral, a reducdo do niamero de UFC indica baixa
adequacgdo das células as condi¢cdes operacionais, enquanto o aumento observado no
presente experimento sugere que houve selecao de células capazes de se dividir e formar

colénias ao longo dos reciclos.
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Quanto ao numero de células viaveis estimado por contagem em camara de
Neubauer apds coloracdo com eritrosina, ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os ciclos, entre os tratamentos ou quanto a a interacdo entre ambos (Figura 2B;
Tabela 4). Importante destacar que, apesar da estabilidade da densidade celular, a
contagem por UFC revelou um padrdo distinto: a contagem em microscopio de células/mL
manteve-se relativamente constante, porém apresentou valores ligeiramente inferiores as
contagens de unidades formadoras de coldnia. Essa discordancia decorre das diferencas
metodoldgicas: a contagem por UFC quantifica apenas as células capazes de proliferar em
meio sélido — incluindo células em brotamento — enquanto a contagem microscopica com
corantes avalia a integridade celular e a viabilidade imediata. Assim, algumas células podem
manter integridade e atividade metabdlica, mas exibir capacidade proliferativa reduzida em
meio solido em placa ou recuperar a habilidade de formar colénias apenas em meios ricos, o
gue explica a diferenca entre as técnicas. Em conjunto, os resultados indicam que a
populacdo de PE-2 preservou uma propor¢cao estavel de células vivas ao longo dos ciclos,
tanto no controle quanto sob tratamento Acido, evidenciando resiliéncia frente ao estresse

fermentativo.

Figura 2. Log do nimero de UFC/mL, log do nimero de células/mL, viabilidade celular (%) e
taxa de brotamento (%) da linhagem industrial CAT-1 ao longo dos reciclos celulares (C1 a
C6) na fermentacdo em batelada alimentada, com (barra rosa) e sem tratamento (barra azul)
com &cido sulfdrico. A barra verde refere-se ao estagio de pé-de-cuba.
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Quanto a viabilidade celular, no pé-de-cuba a viabilidade foi de 94,1%, sendo que ao
final do sexto ciclo, os valores observados foram 91,4% na fermentacdo sem tratamento e
88,3% no tratamento com &cido sulflrico. Houve diferenca significativa entre os ciclos e os
tratamentos, e em ambas as fermentacdes (com e sem tratamento acido), a tendéncia foi de

diminuicdo ao longo dos reciclos (Figura 2C; Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da andlise estatistica das varidveis/parametros analisados durante
fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular (seis ciclos fermentativos) da
linhagem industrial PE-2 em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua;
acido sulfarico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo  Interagéo

Log namero células/mL n.s n.s n.s

Log niumero UFC/mL n.s * n.s
Brotamento (%) * * *

Viabilidade (%) * * n.s

Teor alcodlico (g/100 mL) n.s * n.s
Acucar redutor total residual (g/100 mL) n.s * *
pH final * * *

Rendimento (g etanol/g agucar redutor total) n.s n.s n.s

n.s.= nao significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Pereira et al. (2011) relataram queda imediata da viabilidade por chogue osmotico
seguida de recuperagdo em aproximadamente 12 horas. Os autores ressaltam ainda que a
morte de subpopulacdes sensiveis libera recursos que favorecem a proliferacdo de
microrganismos mais resistentes, promovendo selecdo e recuperacao da culturabildiade. Os
resultados com a linhagem PE-2 mostraram manutencéo de elevada viabilidade até o sexto
ciclo na fermentagdo sem tratamento &cido, sugerindo que, nas condi¢cdes do protocolo
empregado, a populacdo foi capaz de recuperar sua atividade de forma eficaz, apesar das
variagdes observadas ao longo dos ciclos.

Em relagcédo ao brotamento, o percentual aumentou ao longo dos ciclos, sobretudo no
tratamento sem acido, passando de 11,56% no terceiro ciclo para 24,00% no sexto ciclo. No
tratamento com acido também houve aumento, finalizando com 35,79% no sexto ciclo
(Figura 2D). A analise estatistica indicou diferenga significativa para ciclo, tratamento e
interacdo significativa entre ciclo e tratamento (Tabela 4). Observou-se, portanto, aumento
no numero de células em brotamento durante a fermentacdo, com uma resposta mais

acentuada nas condicdes submetidas ao tratamento com acido sulftrico. Esse
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comportamento indica que a acidificacdo exerceu um estimulo sobre a atividade proliferativa
das leveduras, resultando em indices de brotamento superiores quando comparados aos
ensaios sem tratamento &cido.

Assim, os dados indicam uma selecdo de subpopulacbes mais ativas a medida que
os ciclos avancaram. Esse resultado, combinado com a analise de viabilidade, sugere que a
linhagem PE-2 sofreu uma queda de viabilidade ao longo dos ciclos, enquanto a proporcéo
de células capazes de brotar e formar col6nias aumentou. Em contrapartida, apesar de
reducdo na viabilidade percentual, principalmente quando empregado o tratamento &cido,
verificou-se maior atividade reprodutiva conforme avangaram os ciclos, efeito que parece ter
sido intensificado pela presenca do acido.

O perfil de crescimento em meio liquido foi monitorado em microplacas ao longo de
24 horas nas amostras de pé-de-cuba e ao final do primeiro e sexto ciclo de fermentacao,
permitindo avaliar pardmetros cinéticos fundamentais que caracterizam a dindmica de
crescimento celular: a velocidade especifica méxima de crescimento, que indica a rapidez
com que as células se dividem durante a fase exponencial; a duragdo da fase lag,
representando o periodo de adaptacao inicial antes do inicio da divisdo ativa; e a variacédo
da absorbancia, refletindo as alteragdes na densidade celular ao longo do tempo.

Observou-se que a velocidade especifica maxima de crescimento apresentou
diferenca significativa em funcdo do tratamento, havendo diminuicdo quando comparada a
fermentagdo sem tratamento acido. A variagdo de absorbancia também mostrou diferenca
estatistica, tanto para tratamento quanto para ciclo e para a interacdo entre ciclo e
tratamento. Por outro lado, a duracéo da fase lag ndo apresentou diferenga significativa para
nenhum dos fatores analisados (Figura 3; Tabela 5). Os resultados da velocidade especifica
e absorbéancia sdo compativeis com a atuac¢éo de uma forte presséo seletiva imposta pelo
tratamento é&cido e pelos reciclos: redugdo da fragcdo sensivel da populacdo e um
consequente aumento relativo da proporcao de células em divisédo (maior % de brotamento),
ao mesmo tempo em que surgem indicios de comprometimento fisiolégico (queda No pmax,
reducdo da viabilidade e variagBes na culturabilidade).

Na Figura 4 sao apresentados resultados de teor alcodlico, acucares redutores totais
residuais, pH final e rendimento. O teor alcodlico indica a eficiéncia da conversdo dos
aclcares em etanol, representando o produto final de maior interesse industrial. A
concentracao de acucar redutor total residual, por sua vez, revela a capacidade da levedura
em consumir o substrato disponivel; valores mais baixos sugerem maior eficiéncia de
utilizacdo dos aculcares e, consequentemente, menor perda de matéria-prima. O pH final
funciona como um parametro indireto tanto da atividade metabdlica da levedura quanto da
estabilidade do processo. Em cenérios onde ha o tratamento celular com &cido sulfurico,

esse valor também reflete como o tratamento contribui para a acidificacdo no processo,
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fornecendo uma indicagcdo importante do impacto dessa pratica sobre o processo. Por fim, o
rendimento (g etanol/g aclcar redutor total) € um indicador critico, pois expressa a relacéo
entre o etanol produzido e o substrato efetivamente consumido, permitindo avaliar se a cepa
esta direcionando seu metabolismo majoritariamente para a formacao de etanol, desviando
parte desse fluxo para outros compostos ou havendo perca deste acUcar para outros
microrganismos. A analise conjunta desses resultados possibilita compreender ndo apenas

a eficiéncia fermentativa, mas também a robustez da cepa frente as condi¢cdes impostas.

Figura 3. Velocidade especifica maxima de crescimento (h™), variacdo de absorbancia e
duracéo da fase lag (h) da linhagem industrial PE-2 no estagio de pé-de-cuba (PC) e ao final
dos ciclos 1 e 6 (C1 e C6) na fermentacdo em batelada alimentada.
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Tabela 5. Resultado da analise estatistica dos parametros analisados quanto ao
crescimento em meio semissintético (YPD) das células da linhagem industrial PE-2
amostradas da fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular, ap6s os ciclos
fermentativos 1 e 6, em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua; acido
sulftrico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo Interagéo
Velocidade especifica maxima de crescimento (h?) * n.s n.s
Duragéo da fase lag (h) n.s n.s n.s
Variagdo de absorbéancia * * *

n.s.= nao significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Comparativamente, a fermentagdo com tratamento acido exibiu reducdo de pH mais

acentuada do que a fermentacdo sem tratamento acido. A fermentacdo com tratamento
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acido apresentou uma queda de pH entre o primeiro e o segundo ciclo do que a
fermentacdo controle, que exibiu variacdo moderada ao longo dos ciclos. No tratamento
controle o pH médio iniciou em 5,10 no primeiro ciclo e finalizou em 5,03 no sexto ciclo. Na
fermentacdo tratada com &cido sulfrico o pH médio iniciou em 5,20 no primeiro ciclo e
terminou em 4,30 no sexto ciclo (Figura 4A). Foram detectadas diferencas estatisticas
significativas para os efeitos de tratamento, de ciclo e para a interacdo entre ciclo e
tratamento (Tabela 4).

Figura 4. pH final, concentracdo de agucar redutor total residual (ART em g/100 mL,), teor
alcodlico (g/100 mL) e rendimento (g etanol/g ART) ao longo dos reciclos celulares (C1 a
C6) na fermentacdo em batelada alimentada com a linhagem industrial PE-2, lavada com
agua (barra azul) e com &cido sulfarico (barra rosa).
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Duas causas podem justificar essa reducao: a producédo de diéxido de carbono e a
carga acida introduzida pelo tratamento. A producdo de di6éxido de carbono durante a
fermentacdo contribui para a queda de pH observada ao longo dos ciclos na fermentacéo
sem tratamento acido.Oo procedimento de tratamento celular do creme de leveduras até pH
2,5 e seu posterior processo de alimentacdo do mosto implicam a introducdo de carga acida
residual no sistema; mesmo apés diluicao pela alimentacdo com caldo de cana, essa carga
tende a reduzir o pH do processo fermentativo e a persistir nos ciclos seguintes,

especialmente quando a capacidade tampao do mosto fermentativo é limitada.
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A levedura S. cerevisiae apresenta crescimento adequado e eficiéncia fermentativa
dentro de uma faixa de pH entre 4,0 e 6,0, sendo organismos acidofilicos que se
desenvolvem melhor em condicGes levemente acidas (Narendranath; Power, 2005). De
acordo com Liu et al. (2015), essa levedura apresenta crescimento adequado e producao
maxima de etanol em valores proximos de 4,9. Além disso, estudos de Lin et al. (2012)
investigaram os efeitos de parametros como pH, temperatura e concentracdo de substrato
na fermentacdo alcodlica utilizando a levedura S. cerevisiae BY4742, isolada da
fermentacéo de vinho, demonstrando que pH abaixo de 3,0 pode causar severa inibicdo do
crescimento, aumento da fase lag e reducdo da biomassa final. O pH inicial também
influencia o consumo de agucares e a producao de etanol, sendo que valores mais elevados
(4,50-5,50) geralmente promovem maior rendimento etandlico e menor acumulo de
subprodutos, como glicerol e &cido acético.

Entretanto, nos dados obtidos a partir do crescimento em meio semissintético (YPD)
observou-se que a duracao da fase lag da cepa PE-2 nao foi afetada pelo tratamento acido,
demonstrando a adaptacéo da cepa a acidificacdo do pH (Tabela 5).

Em relagcdo ao teor de agucar redutor total residual, observou-se que a condi¢cdo sem
tratamento acido apresentou aumento no quinto ciclo, enquanto na condigdo com tratamento
acido o aumento ocorreu mais cedo. Foram detectadas diferengcas estatisticamente
significativas para ciclo e interagdo entre ciclo e tratamento, mas ndo houve diferenga entre
os tratamentos (Figura 4B; Tabela 4).

Em termos de producdo de etanol, a fermentagdo com tratamento acido mostrou
valores iniciais superiores, com estabilizacdo ao longo dos ciclos. Na fermentacdo sem
tratamento acido, as concentragfes de etanol variaram ao longo dos ciclos, alcangando 6,94
g/100 mL no sexto ciclo. Na fermentacdo com tratamento &cido, o teor alcodlico atingiu a
média de 6,97 g/100 mL no sexto ciclo. A andlise estatistica indicou efeitos significativos
para ciclo, mas ndo para tratamento (Figura 4C; Tabela 4). Esses resultados sugerem
adaptacdo da cepa PE-2 ao tratamento com acido sulfarico e estabilizagdo da producédo
alcodlica apo6s os ciclos iniciais.

Pereira et al. (2011) identificaram um limiar critico em torno de 140 g/L de etanol,
acima do qual a viabilidade de cepas industriais declina acentuadamente. Os teores
alcodlicos maximos observados em nosso estudo foram de 6,94-6,97 g/100 mL, ou seja,
69,4—-69,7 g/L, valores substancialmente inferiores a esse limiar. Dessa forma, embora tenha
sido detectada diferenga estatisticamente significativa para viabilidade (%) e para a
contagem de UFC/mL em funcéo de ciclo e de tratamento, é pouco provavel que o teor de
etanol isoladamente tenha provocado alteragdes criticas na populagéo de S. cerevisiae PE-2

nas condicdes testadas.
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O rendimento em etanol, apesar das variacdes ao longo dos ciclos fermentativos,
evoluiu para valores similares ao final do sexto ciclo, entre 0,45 e 0,47 g/g para fermentacao
sem tratamento acido e com tratamento acido, respectivamente. A analise estatistica ndo
identificou diferencas significativas entre ciclos, entre tratamentos e nem para a interacado
ciclo e tratamento (Tabela 4; Figura 4D). Embora tenham ocorrido variacdes significativas do
teor alcodlico e da concentracdo de acUcares redutores totais ao longo dos ciclos
fermentativos, o desempenho fermentativo da levedura ndo se alterou, mostrando que a
linhagem industrial PE-2 é bem adaptada as condi¢des do processo fermentativo, ndo sendo
também impactada pelo tratamento &cido.

Os resultados da andlise da frequiéncia do numero de cicatrizes de brotamento das
células nas fermentacdes com e sem tratamento acido estdo apresentados na Figura 5. A
andlise estatistica por Qui-quadrado mostrou nao haver diferenca nas frequéncias obtidas
comparando-se os dois tratamentos (sem e com tratamento acido) em cada ciclo
fermentativo. O numero de cicatrizes de brotamento é uma medida da idade da cultura de
leveduras, o que indica o tempo de vida replicativa da levedura (Hagiwara et al., 2011). O
resultado aqui encontrado pode indicar que a idade das células nas condicdes sem e com
tratamento acido € praticamente a mesma, ou seja, a maioria das células tem entre 0 e 2
cicatrizes de brotamento independentemente do tratamento.

Hagiwara et al. (2011) discutiram a lei da conservagdo (conservation law) em
leveduras que se reproduzem por brotamento (budding yeasts) em meio liquido, afirmando
que “o tamanho da populacdo (ndmero total de células) é aproximadamente igual a soma
total de cicatrizes de fodas as células”. Depois de algumas horas de cultivo, o nimero de
células originais se torna menor do que 0,05% do numero total de células, sendo, portanto,
insignificante. Assim, os autores consideram que, se muitas células ‘velhas’ morrerem na
cultura, o numero total de células se torna maior que o0 nimero de cicatrizes. Ao contrario,
se muitas células filhas morrem, o numero total de células fica menor que o ndmero de
cicatrizes. Eles estabelecem, portanto que, se a relacdo nimero médio de cicatrizes/nimero
de células for 1, ndo ha discrepancia na lei da conservacéo; se for menor que 1 significa que
células mais velhas morreram com mais frequéncia; e se for maior que 1, entdo sdo as
células mais jovens que morreram.

Aplicando esse parametro aos resultados ‘numero de cicatrizes — numero de células’
para cada condicdo — sem tratamento e com tratamento acido — observa-se que a média
geral para a fermentagéo sem tratamento foi de 0,94 e para a fermentagcdo com tratamento
foi também 0,94, confirmando, portanto, que a lei da conservacdo se aplica a ambas as
condi¢bes, ou seja, o tratamento acido ndo tem influéncia sobre a vida replicativa da

levedura.
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Figura 5. Frequéncia de células em funcdo do numero de cicatrizes de brotamento da
linhagem industrial PE-2 na fase de pé-de-cuba e ap0s tratamento &cido (barra rosa) ou sem
tratamento (barra azul) realizados apos 6 ciclos na fermentagdo em batelada alimentada.
Numero total de células contadas=100.

Frequéncia

10 -

50 -

Frequéncia

10 -

50

Frequéncia

10 -

60

50 -
40 -
30
20

107 m
0 T T

Frequéncia

Pé-de-cuba

0 1 2,

.
3 4

5 6 7

Numero de cicatrizes de brotamento

30 -

20 -

. Ciclo 1

..

I

Frequéncia

30 -
20 -

30 -

20 -

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7 0‘1‘2‘3!4‘5‘6 7

Acido

Agua

Numero de cicatrizes de brotamento

Ciclo 3

..

AA

Frequéncia

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7 0‘1‘2‘3‘4‘5!6‘7

Agua Acido

Numero de cicatrizes de brotamento

Ciclo 5

les

li.

Frequéncia

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7 0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7

Agua Acido

Numero de cicatrizes de brotamento

60

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0

50 -

30 -
20 -

10 -

50 -

30 -
20 -
10 -

Ciclo 2

|

Ba s

ol1]2]s]als|e]7]o]1]2]s]a]s]6]7

Acido

Agua

Numero de cicatrizes de brotamento

Ciclo 4

0. il

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7 0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7

Agua Acido

Numero de cicatrizes de brotamento

Ciclo 6

..

M .

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7 0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7

Agua Acido

Numero de cicatrizes de brotamento

Associando esse resultado aos dados obtidos para brotamento (%), parametro que

apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (sendo maior para a condicdo

tratamento acido), pode-se inferir que ha um estimulo ao brotamento das células devido a

morte de células ocasionada pelo acido, mas as células mortas sdo provavelmente células

jovens, nao havendo sobrevivéncia das células por muito tempo nas condi¢cbes de
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fermentacdo. Se isso acontecesse, 0 humero de células com maior nimero de cicatrizes de

brotamento seria maior.

5.2 Efeito do tratamento acido sobre a levedura industrial CAT-1

Os mesmos experimentos foram realizados com a cepa CAT-1 para avaliar
parametros de viabilidade e vitalidade a partir de indicadores microbiologicos e
fermentativos. O propdsito foi investigar como o tratamento com acido sulfurico influencia
diferentes linhagens de S. cerevisiae, permitindo discutir respostas adaptativas especificas
de cada cepa e 0s mecanismos fisiolégicos mobilizados durante a fermentacgéo.

Quanto a contagem de UFC/mL, a linhagem CAT-1 apresentou valores médios de
7,75 x 10° UFC/mL no pé de cuba. Ao final do 6.° ciclo fermentativo, observou-se uma
reducdo para 4,05 x 10° UFC/mL na fermentacdo sem tratamento &cido e 1,76 x 10°
UFC/mL na fermentacdo submetida ao tratamento &cido (Figura 6A). A analise estatistica
indicou diferenca significativa entre os ciclos, mas ndo entre os tratamentos (Tabela 6),
evidenciando que a cepa sofreu impacto ao longo dos reciclos fermentativos, reduzindo o
namero de UFC/mL. No entanto, o numero de células viaveis/mL n&o apresentou variacao
significativa entre os ciclos ou entre os tratamentos (Figura 6B; Tabela 6).

Quanto a viabilidade celular (%), observou-se que na fermentacdo sem tratamento
acido, os valores iniciais foram de 89,7% no pé de cuba, atingindo 91,5% ao final do sexto
ciclo. Na fermentacgéo tratada com &cido sulfurico, a viabilidade estabilizou-se em 82,6% no
sexto ciclo. A analise estatistica evidenciou diferenga significativa entre os tratamentos,
indicando uma reducdo geral da viabilidade na condicdo &cida em comparagdo a
fermentacdo sem tratamento acido (Figura 6C; Tabela 6). Esses resultados corroboram os
achados de Della-Bianca e Gombert (2013), que destacaram a sensibilidade da linhagem
industrial CAT-1 ao estresse provocado por baixos valores de pH, ressaltando que, em pH
2,5, a cepa CAT-1 ndo apresentou crescimento apds seis dias de incubagdo. Os mesmos
autores reforcam que a resposta da CAT-1 ao estresse acido esta associada ndo apenas a
perda de crescimento, mas também a alteragBes fisioldgicas que comprometem sua
vitalidade. Em experimentos comparativos, CAT-1 apresentou maior reducéo de viabilidade
do que PE-2 sob condicbes de 2,5, evidenciando menor capacidade de tolerancia ao
tratamento acido (Della-Bianca; Gombert, 2013).

Em relagéo a atividade reprodutiva, a andlise do percentual de brotamento revelou
que a cepa CAT-1 apresentou valores médios significativamente superiores na presenca do
tratamento 4cido, iniciando em 12,65% no pé de cuba e alcancando 38,52% no sexto ciclo
fermentativo, em comparacdo com 25,55% na fermentacdo sem tratamento acido (Figura
6D). Esses resultados indicam que o tratamento &cido estimulou a atividade celular

associada ao brotamento, especialmente nos ciclos mais avancados. Além disso, a andlise
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estatistica evidenciou diferencas significativas para os fatores ciclo, tratamento e para a
interacdo entre ambos (Tabela 6). De forma geral, o processo fermentativo promoveu o
aumento da divisdo celular, sendo esse efeito potencializado pela aplicacdo do tratamento
acido.

Figura 6. Log do nimero de UFC/mL, log do nimero de células/mL, viabilidade celular (%) e
taxa de brotamento (%) da linhagem industrial CAT-1 ao longo dos reciclos celulares (C1 a

C6) na fermentagcdo em batelada alimentada, com (barra rosa) e sem tratamento (barra azul)
com &cido sulfarico. A barra verde refere-se ao estagio de pé-de-cuba.
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O indice de brotamento (budding index, Bl) quantifica a fracdo de células em divisdo
e funciona como um marcador direto da atividade reprodutiva da populacdo. A medicdo em
tempo real do Bl permite detectar alteracbes na dinamica celular que nao séao
imediatamente evidentes por contagens totais ou CFU (Marba-Ardébol et al., 2018). Esses
autores demonstraram que o Bl se correlaciona fortemente com a taxa de crescimento e
varia conforme as fases do cultivo; picos de Bl ocorrem na adaptacgdo/inicio do crescimento
e declinam quando a populacdo aumenta em quantidade de células em estagio reprodutivo.
Assim, um aumento do Bl em CAT-1 sob tratamento &cido pode indicar alteracdo da
heterogeneidade populacional (selecdo ou ativacdo de subpopulacdes reprodutivamente
ativas) e/ou mudancas no estagio do ciclo celular que acompanham o estresse aplicado
(Marba-Ardébol et al., 2018).
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Tabela 6. Resultado da andlise estatistica das varidveis/parametros analisados durante
fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular (seis ciclos fermentativos) da
levedura industrial CAT-1 em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua;
acido sulfarico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo Interacdo

Log namero células/mL n.s n.s n.s

Log numero UFC/mL n.s * n.s
Brotamento (%) * * *

Viabilidade (%) * n.s n.s
Teor alcodlico (g/100 mL) * * *
Acucar redutor total residual (g/100 mL) * * *
pH final * * *

Rendimento (g etanol/g agucar redutor total) * * n.s

n.s.= néo significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Os parametros de crescimento da cepa CAT-1 em meio liquido estdo apresentados
na Figura 7, incluindo a velocidade especifica maxima de crescimento (h™), a variagdo da
absorbéancia e a duracdo da fase lag. A analise estatistica revelou que a velocidade
especifica méxima de crescimento apresentou diferencas significativas para ciclo,
tratamento e interacdo entre ciclo e tratamento (Tabela 7). Na fermentacdo sem tratamento
acido, a velocidade aumentou progressivamente do pé de cuba até o sexto ciclo. Em
contraste, na presenca do acido, observou-se uma redugéo da velocidade de crescimento,
resultando em valores inferiores aos observados no pé de cuba.

Especificamente quanto a duragdo da fase lag, houve diferenga significativa entre
ciclos, com reducdo média dos valores encontrados no pé-de-cuba para o primeiro ciclo
fermentativo e aumento no sexto ciclo, tanto na fermentacdo sem quanto na fermentacdo
com tratamento acido. Ja a variagdo da absorbancia apresentou diferenca significativa para
ciclo e tratamento, demonstrando aumento no primeiro ciclo na presenca do acido e reducéo
ao final do sexto ciclo em ambas as condicdes.

Em patrticular, a reducéo significativa da velocidade de crescimento na presenca de
acido sugere que o tratamento induz mecanismos de adaptacdo ou tolerancia que modulam
o crescimento celular. Além disso, a interacdo significativa entre tratamento e ciclo
observada na variacdo de absorbancia indica que a resposta da cepa CAT-1 ao acido, bem
como seu comportamento de crescimento, varia ao longo dos ciclos fermentativos, refletindo

ajustes fisiolégicos frente ao estresse imposto pelo processo.
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Figura 7. Velocidade especifica maxima de crescimento (h™1), variacdo de absorbéancia e
duracdo da fase lag (h) da linhagem industrial CAT-1 no estagio de pé-de-cuba (PC) e ao
final dos ciclos 1 e 6 (C1 e C6) na fermentacdo em batelada alimentada.
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Tabela 7. Resultado da analise estatistica dos pardmetros analisados quanto ao
crescimento em meio semissintético (YPD) das células da linhagem industrial CAT-1
amostradas da fermentagdo em batelada alimentada com reciclo celular, apds os ciclos
fermentativos 1 e 6, em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua; acido
sulfdrico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo Interacéo
Velocidade especifica maxima de crescimento (h?) * * *
Duracéo da fase lag (h) n.s * n.s
Variacdo de absorbéancia * * n.s

n.s.= nao significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Na Figura 8 sao apresentados os resultados de teor alcodlico, aclUcares redutores
totais residuais, pH final e rendimento. Em relacdo ao pH (Figura 8A), foi observada
diferenca significativa entre ciclos e tratamentos, com interacdo significativa entre ciclo e
tratamento (Tabela 6). A queda observada no pH final na fermentagdo com tratamento acido
era esperada, refletindo o efeito do procedimento de acidificacdo sobre o mosto. Assim
como discutido para a linhagem PE-2, dois fatores principais explicam essa redugdo: a
liberacdo de CO, durante a fermentacéo, que ao reagir com a agua forma acido carbénico e

reduz o pH a medida que os ciclos avangcam; e 0 ajuste da solucao de tratamento com acido
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sulfurico para pH 2,5, seguido da alimentacdo com caldo de cana diretamente sobre essa

solucéo, intensificando a queda de pH na fermentacao com tratamento acido.

Figura 8. pH final, concentracao de acucar redutor total residual (ART em g/100 mL), teor
alcodlico (g/100 mL) e rendimento (g etanol/g acucar) ao longo dos reciclos celulares (C1 a
C6) na fermentacdo em batelada alimentada com a linhagem industrial CAT-1, com (barra
rosa) e sem tratamento (barra azul) com &cido sulfdrico.
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Em relacdo aos acucares redutores totais residuais (Figura 8B), observou-se
aumento na quantidade de agucares remanescentes até o terceiro ciclo, seguido de queda e
posterior elevacdo até o sexto ciclo na fermentagdo sem tratamento acido. Na fermentacao
tratada com &cido sulftrico, verificou-se um aumento gradual dos aguUcares residuais ao
longo dos ciclos, alcancando uma média de 0,59 g/100 mL no sexto ciclo, em comparagéo
com 0,23 g/100 mL na fermentacdo sem tratamento (Figura 8B). Foi detectada diferenca
estatisticamente significativa para ciclo, tratamento e interacdo entre ciclo e tratamento,
indicando que a cepa CAT-1 apresenta reducgdo na utilizacdo do substrato a medida que a
fermentagdo avanca, especialmente sob efeito do tratamento acido.

Segundo Della-Bianca e Gombert (2013), linhagens industriais como a CAT-1
apresentam queda de rendimento em condi¢cbes de baixo pH. O estudo demonstra que,
embora mantenha atividade fermentativa, ha prejuizo no aproveitamento do substrato e no

rendimento alcodlico, sobretudo em cenarios que simulam o ambiente industrial de reciclos
sucessivos.
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O teor alcodlico (g/100 mL) apresentou comportamento distinto entre os tratamentos.
Na fermentacdo sem tratamento acido observou-se aumento do primeiro até o quarto ciclo,
atingindo 7,49 g/100 mL; houve queda no quinto ciclo e o sexto finalizou em 6,58 g/100 mL.
Na fermentacdo com tratamento acido o pico ocorreu mais cedo, no terceiro ciclo, com 6,37
g/100 mL, valor inferior ao observado na fermentacdo sem tratamento acido, e encerrou o
sexto ciclo em 6,06 g/100 mL. A analise estatistica indicou variacao significativa em funcao
de ciclo e de tratamento, além de interacdo entre ciclo e tratamento (Figura 8C; Tabela 6).
Esses resultados sugerem que o tratamento com acido sulfdrico afetou a capacidade da
cepa CAT-1 de produzir etanol sob as condi¢Oes testadas.

O rendimento em etanol, expresso em gramas de etanol por grama de acUcar redutor
total (g etanol/g ART), apresentou comportamento distinto entre os tratamentos. Ao longo
dos ciclos de fermentacédo, a condicdo sem tratamento mostrou melhor resultado nos ciclos
intermediarios, atingindo pico de 0,51 g/g no quarto ciclo e finalizando o sexto ciclo em 0,45
g/g. A fermentacdo tratada com acido apresentou rendimento menor na fase final, com
média de 0,42 g etanol/g no sexto ciclo. A analise estatistica indicou diferenga significativa
em funcéo de ciclo e de tratamento (Figura 8D; Tabela 6).

Os resultados da andlise da frequéncia do niamero de cicatrizes de brotamento das
células nas fermentagcdes com e sem tratamento acido estdo apresentados na Figura 9. A
andlise estatistica por Qui-quadrado mostrou ndo haver diferengca nas frequéncias obtidas
comparando-se 0s dois tratamentos (sem e com tratamento &cido) em cada ciclo
fermentativo. O resultado aqui encontrado pode indicar que a idade das células nas
condigcbes sem e com tratamento acido € praticamente a mesma, ou seja, a maioria das
células tem entre 0 e 2 cicatrizes de brotamento independentemente do tratamento.

Aplicando o parametro proposto por Hagiwara et al. (2011), conforme descrito no
item anterior para a linhagem PE-2, aos resultados ‘numero de cicatrizes — nimero de
células’ para cada condigdo — sem tratamento e com tratamento &cido — observa-se que a
média geral para a fermentacdo sem tratamento foi de 0,96 e para a fermentacdo com
tratamento foi 0,98, confirmando portanto que a lei da conservacdo se aplica a ambas as
condi¢cdes, ou seja, o tratamento acido ndo tem influéncia sobre a vida replicativa da
levedura.

Associando esse resultado aos dados obtidos para brotamento (%), parametro que
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (sendo maior para a condigdo
tratamento acido), a mesma explicacdo dada a linhagem PE-2 aplica-se a linhagem CAT-1,
ou seja, pode-se inferir que ha um estimulo ao brotamento das células devido a morte de
células ocasionada pelo acido, mas as células mortas sdo provavelmente células jovens,

ndo havendo sobrevivéncia das células por muito tempo nas condi¢des de fermentacéo. Se
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isso acontecesse, o niumero de células com maior nimero de cicatrizes de brotamento seria

maior.

Figura 9. Frequéncia de células em funcdo do numero de cicatrizes de brotamento da
linhagem industrial CAT-1 na fase de pé-de-cuba e apos tratamento acido (barra rosa) ou
sem tratamento (barra azul) realizados apds 6 ciclos na fermentacdo em batelada
alimentada. Numero total de células contadas=100.
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5.3 Andlise comparativa do efeito do tratamento acido sobre as linhagens
industriais PE-2 e CAT-1

As linhagens industriais CAT-1 e PE-2 compartilham caracteristicas favoraveis no
ambiente fermentativo que propiciam sua ampla utlizacdo no cenério brasileiro e
internacional, dentre elas alta adaptabilidade, alto rendimento fermentativo e dominancia
perante demais cepas ao final de cada ciclo (Basso et al., 2008).

Dessa forma, a comparacdo das andlises deste estudo contribui para elucidar as
diferengas presentes em ambas as cepas quanto aos efeitos causados sobre a vitalidade e
a viabilidade celular na presenca do tratamento com acido sulfarico.

Babrzadeh et al. (2012) analisaram a proximidade gendmica entre as linhagens CAT-
1 e JAY299, uma linhagem derivada haploide da linhagem PE-2, por meio da andlise do
namero de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Os autores relataram que, ao analisar
os genes IRAL e IRA2, verificaram diversas mutacdes que devem ter ocorrido durante a
evolugdo dessas cepas. Embora tenham encontrado proximidade genética para o gene
IRA2, ndo foi encontrada alta proximidade genética para o gene IRAL entre as linhagens.
Ambos os genes foram associados a resposta ao estresse ambiental e possuem fungdes
especificas em relagdo um ao outro.

A Figura 10 traz uma representagdo na forma resumida de todos os resultados
obtidos com as duas linhagens industriais de S. cerevisiae, evidenciando as médias gerais
calculadas para as duas condicBes de tratamento (sem e com tratamento acido) com os
resultados das andlises estatisticas.

Independentemente de apresentarem pontos de proximidade genética, as cepas
manifestaram respostas distintas ao tratamento celular com acido sulfarico e aos reciclos
celulares. Quanto a linhagem PE-2, esta apresentou variagdes significativas entre os ciclos
fermentativos para diversos parametros/variaveis, como o nimero de UFC/mL, viabilidade,
brotamento, teor alcodlico, pH final, actcar redutor total residual e variacdo de absorbancia
no teste de crescimento em meio liquido (Tabela 4). Entre os tratamentos (com e sem acido
sulfdrico), observou-se diferenca significativa para brotamento, viabilidade e variacdo de
absorbéancia (Figura 10). Contudo, essa linhagem industrial ndo demonstrou alteracdes
significativas no teor alcoolico e no consumo de acgUcares redutores totais em relacdo ao
tratamento com &cido sulftrico, sugerindo que a sua atividade metabdlica foi relativamente
estavel independentemente do uso do &cido sulfirico no tratamento celular. O rendimento
em etanol foi igual no sexto ciclo em ambas as fermentagbes, demonstrando que esta cepa
se mostra adaptada ao tratamento (Figura 10).

Em comparacéo, a linhagem CAT-1 apresentou respostas mais pronunciadas aos
ciclos fermentativos e aos tratamentos, com diferencas significativas para ciclo em

parametros como o numero de UFC/mL, brotamento, teor alcodlico, teor de aglcar redutor
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total residual, pH, rendimento, velocidade especifica de crescimento e variacdo de
absorbéancia (Tabela 6). Ja para tratamento, essa linhagem apresentou diferenca estatistica
para brotamento, viabilidade, rendimento, velocidade especifica de crescimento e variacédo
da absorbancia (Figura 10) sugerindo que a linhagem CAT-1 foi mais sensivel aos fatores
de estresse induzidos pelo tratamento acido e potencializados pelo reciclo celular (Tabela
6). Essa maior sensibilidade pode estar relacionada as diferencas fenotipicas entre as

linhagens industriais de S. cerevisiae, como evidenciado por Reis et al. (2017).

Figura 10. Representacdo resumida dos resultados obtidos neste estudo com as linhagens
PE-2 e CAT-1 nas fermentacfes em batelada alimentada com reciclo celular com e sem
tratamento acido, em caldo de cana. Os retangulos indicam ndo haver diferenca significativa
entre as médias (considerando a média geral de todos os ciclos) enquanto os triangulos
apontam diferenca significativa entre as meédias, separadamente para cada linhagem, ao
nivel de significancia de 5%.
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Brown et al. (2013) investigaram a resposta transcricional das cepas CAT-1 e PE-2
ap6s o 2° ciclo fermentativo, identificando que a CAT-1 apresentou uma resposta
transcricional mais intensa do que a PE-2 as mudancas ocorridas ao longo dos ciclos de
fermentacdo. Esse padrdo foi evidenciado pela maior inducdo de genes relacionados a
producdo de energia, glicolise, ciclo do &cido tricarboxilico, cadeia transportadora de
elétrons, fermentacéo e respiracédo aerdbia. Além disso, observou-se uma repressao génica
mais pronunciada na sintese de proteinas e em mdultiplos genes associados a resposta ao
estresse ambiental no final da fermentacao, refletindo os desafios enfrentados pelas células
durante a lavagem acida e o estresse osmético no inicio de cada ciclo fermentativo.

Um aspecto relevante a ser considerado refere-se ao rendimento fermentativo e ao

teor de acucar redutor total residual ao final da fermentacdo de cada cepa. Em ambos os
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casos, observou-se sobra de acucar ao final de cada ciclo fermentativo, acompanhada de
queda no rendimento durante os ciclos intermediarios avaliados (entre o0 3.° e 0 4.° ciclo, em
ambos 0s cendrios). Nesse contexto, analises complementares de liberacdo de CO, e de
quantificac@o de carboidratos intracelulares séo ferramentas Uteis para elucidar o destino do
substrato consumido. A literatura aponta que o acumulo de carboidratos de reserva, como
glicogénio e trealose esta fortemente associado a manutencdo da viabilidade celular, ao
passo que a liberagdo de CO, é um bom indicador da velocidade fermentativa e da
adaptacdo da cepa as condi¢bes industriais. Entretanto, Raghavendran et al. (2017)
destacam que taxas reduzidas de desprendimento de CO, nao implicam necessariamente
em menor capacidade fermentativa. Em muitos casos, parte do carbono do mosto é
desviada para a biossintese de carboidratos de reserva, que além de funcionarem como
importantes fontes de energia conferem maior tolerancia celular ao estresse. Assim, o perfil
de desprendimento de CO, pode se apresentar atenuado sem que iSSO comprometa o
desempenho fermentativo ou a adaptacéo da levedura ao ambiente industrial.

Essa observacao esta de acordo com Basso et al. (2015), que indicam que leveduras
industriais, como a PE-2, tendem a acumular maiores quantidades de trealose e glicogénio
em comparagdo com leveduras ndo industriais. Esse acumulo de carboidratos de reserva &
uma caracteristica adaptativa importante para processos industriais continuos, onde a
capacidade de tolerancia ao estresse é crucial para a manutengéo da viabilidade celular e
para a eficiéncia do processo fermentativo ao longo do tempo (Trevisol et al., 2011).

Os estudos de Santos et al. (2017) fornecem uma perspectiva adicional. A linhagem
CAT-1 destacou-se por apresentar niveis aumentados de proteinas do complexo de sintese
de trealose, como Tpsl, Tps2 e Tps3, tornando-a mais eficiente no acumulo dessa
molécula. Além disso, a CAT-1 exibiu niveis elevados de proteinas como Ssal, Hspl04 e
Hsp26, que estao associadas a protecao contra o estresse, a prevencdo da agregacdo de
proteinas e a promocao da longevidade celular. Entretanto, os autores relataram que tais
genes, ao comparar as cepas industriais CAT-1 e PE-2, sdo mais abundantes em CAT-1 do
gue na cepa PE-2 ap6és o 1° ciclo fermentativo.

Trealose e glicogénio séo os principais carboidratos de reserva de S. cerevisiae,
representando parcela significativa da matéria seca da levedura (Ferreira; Amorim; Basso,
1999). Como dito anteriormente, a cepa PE-2 acumula mais trealose e glicogénio que
leveduras de panificagdo. Além disso, esses carboidratos de reserva influenciam na
viabilidade da levedura, apresentando uma queda dréastica da viabilidade quando os niveis
de trealose estdo abaixo de limites criticos, enquanto maiores niveis de trealose contribuem
para a tolerdncia ao estresse durante os reciclos (Basso et al., 2008). Na fisiologia da
levedura, o glicogénio acumula-se mediante a presenca de glicose no meio, enquanto a

trealose acumula-se somente apos a exaustdo da glicose (Francois; Walther; Parrou, 2011).
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Entretanto, os dados de concentracdo de acguUcar redutor residual e rendimento fermentativo
demonstraram a presenca de acucar ao final de cada ciclo fermentativo (ao redor de 4 g/L),
ressaltando que o meio fermentativo ndo estaria com escassez de carboidratos.

O glicogénio exerce efeito diminuto sobre a pressdo osmotica interna da célula,
resultando em vantagem em meios com deficiéncia nutricional, enquanto a trealose atua
sobre a estabilidade da estrutura da bicamada lipidica da membrana celular e das proteinas,
evitando a agregacado de proteinas e mudancas quimicas em moléculas orgéanicas
(Eleutherio et al., 2015; Singer; Lindquist, 1998). Tais caracteristicas fisiologicas acarretam
impactos diretos na fisiologia e, consequentemente, causariam efeitos sobre a fermentacéo
e a producao de etanol.

Na industria brasileira de etanol, os valores usuais variam entre 7 e 12% (v/v) (Brexo;
Sant’Ana, 2017). Nos experimentos conduzidos, os teores alcodlicos médios ao final de seis
ciclos foram de 6,47 g/100 mL (8,19% v/v) na condicdo sem tratamento e 6,51 g/100 mL
(8,24% v/v) com tratamento acido para a linhagem PE-2. J4 a linhagem CAT-1 apresentou
médias de 6,53 g/100 mL (8,27% v/v, sem tratamento) e 5,96 g/100 mL (7,54% v/v, com
tratamento &cido). Em termos préticos, o impacto do tratamento acido foi mais evidente em
CAT-1 do que em PE-2.

Quanto ao rendimento, a linhagem PE-2 apresentou médias de 0,43 g/g (sem
tratamento) e 0,42 g/g (com tratamento), valores bastante préximos entre si. Por outro lado,
para a linhagem CAT-1, os rendimentos foram de 0,44 g/g (sem tratamento) e 0,39 g/g (com
tratamento), indicando reducdo mais expressiva sob a condic¢do de tratamento &acido.

Os dados mostram que para a linhagem PE-2, os reciclos celulares implicaram perda
parcial de células, indicada pela redugdo estatisticamente significativa da viabilidade
percentual ao longo dos ciclos (Tabela 4). Contudo, a densidade de células viaveis/mL,
estimada por contagem microscopica (log células/mL), manteve-se sem variagdo
significativa. Concomitantemente, observou-se aumento do percentual de brotamento com o
avanco dos ciclos, 0 que sugere que a ativacao do processo de brotamento compensou em
parte a perda de viabilidade, resultando em uma populacédo cultivavel relativamente estavel.
Em consequéncia, essa dindmica ndo pareceu comprometer a capacidade fermentativa da
levedura, que registrou elevacao do teor alcodlico e do rendimento nos ciclos intermediarios
(ciclos dois e trés), independentemente da aplicacao do tratamento acido.

Essas diferencas foram suportadas pela analise estatistica, indicando efeito de ciclo
e de tratamento sobre os parametros fermentativos e sugerem que a capacidade de
conversao de substrato em etanol pela CAT-1 foi mais sensivel ao tratamento acido do que
a observada para PE-2.

No que tange a dindmica populacional, os dados mostram impacto relevante do

tratamento sobre a culturabildiade e a vitalidade da CAT-1. As contagens de UFC/mL
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diminuiram do pé de cuba de 7,75 x 10° UFC/mL para 4,05 x 10° UFC/mL no 6.° ciclo em
controle e para 1,76 x 10° UFC/mL na condicdo sem tratamento (Figura 7A), evidenciando
perda progressiva de unidades formadoras de colbnia, especialmente com o tratamento
acido. A contagem microscépica do numero de células por mL, por sua vez, ndo variou
significativamente, enquanto a viabilidade percentual foi consistentemente menor ha
condicdo com tratamento acido (iniciando em 76,3% e estabilizando em 82,6% no ciclo 6
contra 89,7% para 91,5% na fermentacdo sem tratamento). O percentual de brotamento
aumentou de forma mais pronunciada na presengca do &cido (12,65% para 38,52%),
indicando maior estimulo & divisdo celular em subpopulagcbes capazes de brotar, mesmo
com reducédo da culturabildiade.

Em conjunto, o padrdo de aumento do acucar residual — notadamente maior na
condicdo com tratamento acido, alcancando 0,59 g/100 mL no ciclo 6 versus 0,23 g/100 mL
sem tratamento — associado a queda do rendimento e a redugéo da velocidade especifica
méaxima de crescimento sob efeito do &cido, sugere que parte do carbono néo foi convertida
em etanol. Possiveis explicacdes incluem reducdo da atividade fermentativa por dano
fisiolégico, desvio de carbono para sintese de carboidratos de reserva ou competicao/efeitos
de coestressores; todavia, a confimacdo desses mecanismos exige medidas
complementares, como quantificacdo de glicogénio e trealose, perfil de agucares por HPLC
e mensuracdo de ATP intracelular.

Os resultados das contagens de cicatrizes de brotamento com as duas linhagens
mostraram que ndo houve diferenca quanto a idade das células nas duas situacdes de
tratamento celular (com e sem tratamento acido) apés os ciclos fermentativos, de forma que
a hip6tese normalmente apresentada de que o tratamento acido mata as células
senescentes mantendo a populagdo mais jovem e, portanto, mais fisiologicamente ativa
(Gomes et al., 2016; Oliva-Neto et al., 2013; Silva et al., 2011), parece ndo ser suportada
pelos resultados aqui apresentados. O padrdo de frequéncia de células em funcdo do
namero de cicatrizes de brotamento € o mesmo desde a fase de pé-de-cuba, ndo variando
entre os ciclos e entre os tratamentos. Desde a fase de propagacdo das células, essas
apresentaram poucas cicatrizes de brotamento (a maioria até 2-3 cicatrizes). Porém, foi
significativa a queda de viabilidade com o tratamento acido para ambas as linhagens ao
mesmo tempo que o numero de células viadveis ndo se alterou significativamente. Esse
resultado mostra que ocorre morte de células por acdo do acido, induzindo o aumento
significativo no percentual de brotamento para producao de novas células e mantendo assim
0 numero total de células constante. Porém as células que morrem sao células jovens, de
forma que uma célula ndo vive por muito tempo no ambiente fermentativo. Essa € uma
hipotese que merece ser comprovada com outras técnicas que permitam seguir o curso de

vida das células individualmente.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com acido sulfarico (H,SO,, pH 2,5; 2 h) aplicado ao final de cada ciclo
afetou tanto a viabilidade quanto a vitalidade de Saccharomyces cerevisiae, de maneira
dependente da linhagem. Na linhagem PE-2, o tratamento induziu reducdo da viabilidade
(%), aumento do brotamento (%), queda da velocidade especifica de crescimento (Mmax, ™)
e alteracdo da variacdo de absorbancia, indicando impacto sobre a vitalidade e a viabilidade
da populagdo. Nao obstante, a capacidade fermentativa da PE-2 foi preservada ao longo
dos seis ciclos: ndo se verificou comprometimento significativo no teor alcodlico (g / 100 mL)
nem no rendimento (g etanol / g agucares), caracterizando um perfil de robustez funcional
em gue a reducao parcial de marcadores celulares ndo se traduz em perda de eficiéncia de
conversao.

Em contraste, a linhagem CAT-1 demonstrou maior sensibilidade ao tratamento
acido. Observou-se aumento do brotamento (%), acompanhado de reduc¢éo do teor alcodlico
(g / 100 mL), acumulo de agucares redutores residuais (g / 100 mL) e queda do rendimento
(g etanol / g agucares). Esses achados indicam que, sob estresse &acido, CAT-1 mobiliza
estratégias de divisdo e sobrevivéncia em detrimento da eficiéncia fermentativa, resultando
em menor consumo de substrato e perda de rendimento.

A analise das cicatrizes de brotamento (nUmero de cicatrizes / numero de célula)
forneceu evidéncias convergentes em ambas as cepas: houve indicios de selecao de
subpopulac6es metabolicamente ativas concomitante a morte de células de maneira prévia
ao acumulo de caracteristicas correlacionadas a senescéncia, sugerindo reducdo da
longevidade da populacéo sob ciclos sucessivos de estresse.

Dessa forma, o tratamento celular com &cido sulfirico mantém-se como uma opcao
tecnicamente viavel e amplamente empregada para o controle bacteriano no contexto
industrial, sem evidéncias de comprometimento da vida reprodutiva das linhagens de S.
cerevisiae avaliadas nas condi¢cdes estudadas. A andlise das cicatrizes de brotamento
indicou que o tratamento 4cido ndo afetou a longevidade da levedura, sendo um fator
atrelado a prépria fermentacdo. Embora tenham sido observados efeitos negativos pontuais
sobre viabilidade e vitalidade, especialmente dependentes da linhagem, tais alteracdes néo
se refletiram necessariamente em perdas de desempenho fermentativo. Na linhagem PE-2,
em particular, o rendimento e o teor alcodlico foram mantidos ao longo dos ciclos,
evidenciando que a exposi¢do ao acido sulfarico pode ser compativel com elevada eficiéncia
de conversdo. Esses resultados reforcam que o tratamento acido, quando adequadamente
conduzido, concilia controle microbiano com preservacdo da dindmica populacional e do
rendimento fermentativo, devendo sua aplicacdo considerar a resposta especifica de cada

linhagem industrial.
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TRATAMENTO ACIDO NA FERMENTACAO ETANOLICA: EFEITO SOBRE A
VIABILIDADE E VITALIDADE DE LINHAGENS INDUSTRIAIS DE Saccharomyces

cerevisiae

Autor: GABRIEL SCANAVACHI DE JESUS
Orientador: Profa. Dra. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

RESUMO

O controle de microrganismos contaminantes nas industrias sucroalcooleiras brasileiras
frequentemente envolve o uso do 4cido sulfdrico, que aplicado ao final de cada ciclo
fermentativo ndo s6 controla as bactérias contaminantes, mas também promove a
desfloculacdo do fermento, contribuindo para a eficiéncia da producéo de etanol. H4 poucos
estudos mostrando qual é o efeito do tratamento &cido sobre as leveduras agentes do
processo fermentativo, especialmente quanto a viabilidade — entendida como a proporgéo
de células vivas capazes de reproducdo — e a vitalidade — definida como a capacidade
funcional e fisiolégica das células para desempenhar atividades metabdlicas. Neste estudo,
avaliou-se o efeito do tratamento com &cido sulftrico (pH 2,5; 2 h) sobre a viabilidade e a
vitalidade de células de Saccharomyces cerevisiae, utilizando as linhagens industriais PE-2
e CAT-1 em fermentagdo em batelada alimentada com reciclo celular, em caldo de cana,
durante seis ciclos fermentativos. Foram analisados nimero de UFC/mL, nidmero de células
viaveis/mL (coloragcao com eritrosina), viabilidade (%), brotamento (%), crescimento em meio
liquido e contagem de cicatrizes de brotamento, bem como teor alcodlico (g/100 mL), pH
final, aglcares redutores totais residuais (g/100 mL) e rendimento (g etanol/g aguUcares
redutores totais), apos cada ciclo de tratamento das células. Foi também conduzida
fermentacd@o sem tratamento &cido, utilizando somente agua no lugar do acido. Na linhagem
PE-2, o tratamento &cido afetou significativamente a viabilidade (%), brotamento (%),
velocidade especifica de crescimento (umax, h™) e variacdo da absorbancia. Entretanto, o
rendimento fermentativo ndo foi comprometido pelo tratamento &cido, sugerindo um perfil
adaptativo capaz de sustentar a capacidade fermentativa; ja a linhagem CAT-1 apresentou
maior sensibilidade ao estresse acido, de modo que a houve influéncia sobre o brotamento
(%), o teor alcodlico (g/100 mL) e o consumo de acUcares (g/100 mL). O aumento do
brotamento ocorreu concomitantemente ao acumulo de acucares residuais e a reducdo do
rendimento, indicando a priorizagdo da sobrevivéncia e da divisdo celular em detrimento da
eficiéncia fermentativa. Além disso, a andlise das cicatrizes de brotamento revelou
evidéncias de selecdo de células metabolicamente ativas acompanhada da morte de células
jovens, comportamento que nao variou de forma expressiva entre as cepas e nem entre 0s
tratamentos. Em conjunto, esses resultados permitem concluir que, embora a linhagem
CAT-1 apresente persisténcia ao longo dos reciclos, exibe rendimento fermentativo inferior
ao da PE-2 na presenca do tratamento acido, provavelmente devido a menor toleréncia ao
tratamento &cido, mobilizando de forma mais acentuada estratégias de crescimento para
manter a viabilidade celular durante a fermentacéo.

Palavras-chave: Biocombustivel; fermentacdo em batelada; vitalidade; viabilidade.



Acid treatment in ethanol fermentation: effect on the viability and vitality of

industrial strains of Saccharomyces cerevisiae

Author: GABRIEL SCANAVACHI DE JESUS
Adviser: Prof. Dr. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

ABSTRACT

The control of contaminant microorganisms in Brazilian sugar-ethanol industries frequently
involves the use of sulfuric acid, which, when applied at the end of each fermentation cycle,
not only controls contaminant bacteria but also promotes deflocculation of the yeast,
contributing to ethanol production efficiency. Few studies have investigated the effect of acid
treatment on the yeasts responsible for the fermentative process, particularly regarding
viability — understood as the proportion of living cells capable of reproduction — and vitality
— defined as the functional and physiological capacity of cells to carry out metabolic
activities. In this study, we evaluated the effect of sulfuric acid treatment (pH 2.5; 2 h) on the
viability and vitality of Saccharomyces cerevisiae cells, using the industrial strains PE-2 and
CAT-1 in fed-batch fermentation with cell recycling, in sugarcane broth, over six fermentation
cycles. We analyzed CFU/mL, number of viable cells/mL (erythrosine staining), viability (%),
budding (%), growth in liquid medium and counting of bud scars, as well as alcohol content
(g/100 mL), final pH, residual total reducing sugars (g/100 mL) and yield (g ethanol/g total
reducing sugars) after each cycle of cell treatment. A control fermentation without acid
treatment was also conducted, using water in place of the acid. In the PE-2 strain, acid
treatment significantly affected viability (%), budding (%), specific growth rate (umax, h™) and
change in absorbance. However, fermentative yield was not compromised by the acid
treatment, suggesting an adaptive profile capable of sustaining fermentative capacity; in
contrast, the CAT-1 strain showed greater sensitivity to acid stress, with effects on budding
(%), alcohol content (g/100 mL) and sugar consumption (g/100 mL). The increase in budding
occurred concomitantly with accumulation of residual sugars and reduction in yield, indicating
a prioritization of survival and cell division at the expense of fermentative efficiency.
Moreover, analysis of bud scars revealed evidence of selection for metabolically active cells
accompanied by death of young cells, a behavior that did not vary markedly between strains
or treatments. Taken together, these results indicate that, although the CAT-1 strain persists
across cycles, it exhibits a lower fermentative yield than PE-2 in the presence of acid
treatment, probably due to lower tolerance to the acid treatment and a stronger mobilization
of growth strategies to maintain cell viability during fermentation.

Key-words: Biofuel; batch fermentation; vitality; viability.



1 INTRODUCAO

A vitalidade e a viabilidade celular sdo parametros centrais em qualquer bioprocesso.
A viabilidade diz respeito a capacidade do microrganismo de sobreviver, proliferar e
estabelecer novas colbnias, enquanto a vitalidade descreve o vigor fisiol6gico das células e
sua aptiddo para executar funcdes metabdlicas essenciais. Embora distintos autores
apresentem definicBes variadas para esses termos, tanto a viabilidade quanto a vitalidade
exercem influéncia direta sobre a eficiéncia e a produtividade dos processos fermentativos,
uma vez que o rendimento microbiano esta intimamente ligado ao estado fisiol6gico da
populagéo celular.

No setor de bioprocessos, microrganismos como bactérias e leveduras séao
amplamente utilizados devido a capacidade de converterem matérias-primas renovaveis em
produtos de alto valor agregado, como &cidos organicos, enzimas, biomassa microbiana e
biocombustiveis, incluindo o etanol. Em fermentac¢des industriais, avaliar a viabilidade e
vitalidade celular permite monitorar as populagbes microbianas e sua resisténcia a
condi¢cbes adversas, como variagdes de pH, temperatura e presenca de compostos téxicos.
Essas analises fornecem informagBes importantes para ajustes que potencializem a
eficiéncia dos processos.

Entre os diversos microrganismos utilizados, a levedura Saccharomyces cerevisiae
se destaca como principal agente fermentador na producédo de etanol, devido a tolerancia a
estresses ambientais e a capacidade fermentativa. No Brasil, a producdo de etanol
desempenha um papel estratégico tanto no setor energético quanto no econdmico,
consolidando o pais como um dos maiores produtores mundiais deste biocombustivel. A
maior parte do etanol brasileiro é produzido a partir da cana-de-aglUcar, um recurso
renovavel amplamente cultivado em diversas regiées do pais. Esse modelo de producéo,
baseado no conceito de biorrefinaria, permite o aproveitamento integral da biomassa da
cana, resultando em produtos como o etanol hidratado e o anidro, utilizados como
combustivel veicular ou aditivo na gasolina.

Nas usinas brasileiras de etanol, um dos aspectos operacionais que contribui para a
elevada produtividade dos bioprocessos fermentativos é o sistema de reciclo celular. Nesse
método, apoOs cada ciclo fermentativo, as células de levedura sé@o recuperadas e reutilizadas
em novos ciclos, garantindo um alto rendimento e reduzindo a necessidade de inoculag&o
constante de novas culturas. Essa pratica é vantajosa para manter a concentracao celular
elevada e favorecer a adaptacdo das células ao processo fermentativo, fator determinante
para a eficiéncia da fermentacdo em larga escala. Entretanto, o reciclo celular apresenta um
desafio significativo relacionado a contaminacdo microbiana. Ao longo dos ciclos,

microrganismos indesejaveis podem se acumular e competir pelo substrato fermentavel,



prejudicando o desempenho das células de S. cerevisiae. Além disso, o acimulo de células
senescentes, que possuem menor atividade metabdlica, também pode afetar a eficiéncia
global do processo.

Deste modo, embora o reciclo celular seja uma pratica comum e vantajosa para
aumentar a produtividade, ele também intensifica a necessidade de estratégias eficazes de
controle microbiolégico para mitigar contaminantes. Mesmo em condi¢cdes controladas, o
acumulo de subprodutos toxicos e o envelhecimento celular podem comprometer a
viabilidade e vitalidade da comunidade de leveduras. Além disso, microrganismos
indesejaveis agravam esse quadro ao competir pelo substrato e gerar metabdlitos toxicos,
reduzindo ainda mais a eficiéncia fermentativa.

A contaminacdo microbiana configura-se como um significativo desafio a producao
de etanol no Brasil, indo desde as etapas iniciais no campo até o processo de fermentacéo.
Microrganismos contaminantes, como bactérias dos géneros Lactobacillus e Bacillus,
comprometem a eficiéncia do processo ao competir com S. cerevisiae e produzir compostos
que inibem a atividade fermentativa. Esse cenario, associado as condi¢cbes ndo assépticas
predominantes nas usinas, resulta em perdas significativas de produtividade e reforca a
necessidade de praticas eficazes de controle microbioldgico.

Entre as principais estratégias de controle utilizadas no setor sucroalcooleiro
destacam-se o uso de antibidticos e o tratamento com &cido sulfdrico. Antibiéticos como
penicilina, tetraciclina e monensina inibem bactérias indesejaveis, permitindo que a
fermentagdo ocorra de maneira mais eficiente. No entanto, seu uso enfrenta restricbes
devido as preocupacdes ambientais e ao risco de resisténcia microbiana em areas proximas
as industrias. Isso tem motivado a busca por alternativas mais seguras e sustentaveis.

O tratamento com acido sulfdrico, por sua vez, é amplamente utilizado ao final de
cada ciclo fermentativo para reduzir as populagdes de bactérias contaminantes. Apesar de
sua efichcia comprovada, a aplicacdo dessa técnica requer precaucdes quanto ao
transporte, armazenamento e manuseio seguro do acido, o que pode impactar a
operacionalidade do processo. Além do controle microbiol6gico, o tratamento com &acido
sulftrico proporciona beneficios adicionais, como a desfloculagdo do fermento e possivel
remocdao de células senescentes.

Embora sejam escassos os estudos experimentais que comprovem a eficacia do
acido sulftrico na eliminacdo de células envelhecidas e frageis, é possivel que o dano
celular relacionado a idade se acumule ao longo do tempo, comprometendo diversas
atividades biol6gicas. Por esse motivo, é essencial investigar a relacao entre esses fatores e
validar os efeitos do tratamento com &cido sulfdrico durante a fermentacao.

Em vista disso, o monitoramento do estado fisiolégico das leveduras ao longo do

processo fermentativo surge como uma estratégia promissora para garantir maior



estabilidade e produtividade na producéo de etanol. Neste contexto, o presente estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com acido sulfrico sobre a vitalidade e a
viabilidade celular durante a fermentacdo etandlica em batelada alimentada com reciclo
celular. Busca-se compreender de que forma esse tratamento pode influenciar o
desempenho da levedura S. cerevisiae, contribuindo para a melhoria da eficiéncia

fermentativa e a sustentabilidade do processo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do tratamento com &cido sulfdrico sobre a viabilidade e vitalidade das
linhagens industriais de S. cerevisiae (PE-2 e CAT-1) durante o processo fermentativo ao

longo dos ciclos de tratamento.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar parametros/variaveis fermentativos das linhagens industriais de S. cerevisiae
(teor alcodlico, acucares redutores totais, pH e rendimento) ao final de cada ciclo
fermentativo (total de 6), em fermentacdes com e sem tratamento com &cido
sulfdrico, em caldo de cana;

e Avaliar a viabilidade celular e vitalidade por meio da quantificagdo do numero de
células viaveis por diluicdo seriada e plaqueamento, contagem direta de células
apos coloragdo com eritrosina, crescimento das células em meio liquido, nimero de
cicatrizes de brotamento e percentuais de brotamento e viabilidade, ao final de cada
ciclo fermentativo (total de 6), em fermentagcbes com e sem tratamento com acido

sulfdrico, em caldo de cana;

e Comparar as linhagens industriais PE-2 e CAT-1 quanto aos efeitos do tratamento

acido sobre a viabilidade e vitalidade das linhagens.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O processo de fermentacédo alcodlica no Brasil

A fermentagcdo alcodlica € um processo biol6gico anaerébio no qual acglcares
simples, como glicose, frutose e sacarose, sdo metabolizados, resultando na produgéo de
etanol e dioxido de carbono como produtos (Lima; Marcondes, 2002). A levedura
Saccharomyces cerevisiae é o microrganismo predominante nesse processo industrial, em
razao de sua eficiéncia na conversao de aclcares em etanol e de sua robustez frente as
condicBes estressantes tipicas da fermentacdo etandlica, como as altas concentracdes de
alcool, as variagfes de temperatura, o baixo pH e a pressdo osmotica do meio (Ceccato-
Antonini, 2021).

No Brasil, a eficiéncia fermentativa depende da qualidade do substrato, das
condicbes do meio e da adaptacdo da levedura ao sistema operacional (Paschoalini;
Alcarde, 2009). A cana-de-agUcar é a principal matéria-prima, fornecendo caldo e melago
com alta concentracdo de sacarose; o melaco, por sua vez, € um subproduto do refino do
aclcar e apresenta composicao distinta do caldo, o que influencia a nutricdo e o
comportamento da levedura (Amorim; Basso; Lopes, 2009). Essas matérias-primas tém a
vantagem de dispensar pré-tratamentos enzimaticos complexos, simplificando a operacao
industrial e reduzindo custos (Batistote et al., 2010; Goldemberg, 2007).

O processo conhecido como Mélle-Boinot é amplamente utilizado na industria de
etanol no Brasil e caracteriza-se pelo reciclo das células de levedura para os ciclos
fermentativos subsequentes (Lopes et al., 2016). O sistema de reciclo celular aliado ao
modelo de condugdo do processo por batelada alimentada destacam-se como
caracteristicas marcantes da producdo brasileira de etanol (Pacheco, 2010). O modelo de
batelada alimentada confere maior flexibilidade operacional e permite ciclos fermentativos
mais rapidos, uma vez que possibilita o controle rigoroso da concentracdo de agucar no
meio, minimizando efeitos inibitérios e maximizando a taxa de conversao. Isso se reflete em
maior produtividade média quando comparado ao processo continuo (Godoy et al., 2008).
Apesar disso, 0 sistema continuo apresenta vantagens econdmicas e de automagdo, com
custos de implantagdo reportados como 50-60% inferiores aos do modelo em batelada
alimentada (Ceccato-Antonini, 2021). Assim, a escolha do regime operacional resulta de um
balancgo entre custo, controle de processo e robustez operacional.

Em escala industrial, as dornas brasileiras costumam variar entre 0,5 e 3 milhdes de
litros. Durante a safra — aproximadamente 200—-300 dias por ano — registram-se entre 400
e 600 ciclos fermentativos, com duracdo média de 6 a 12 horas cada. As concentracdes

celulares tipicas sédo relatadas na faixa de 10-15% (m/v), e o vinho pés-fermentacéo



apresenta teor alcoolico final entre 7% e 11% (v/v), com glicose residual frequentemente
inferior a 0,01% (Amorim; Basso; Lopes, 2009; Ceccato-Antonini, 2021).

Ao término de cada ciclo, as células s@o separadas do vinho por centrifugacéo e
submetidas a procedimentos de tratamento com acido sulfarico antes de seu retorno a dorna
para o proximo ciclo; o vinho segue para destilacéo e processamento subsequente (Lopes et
al., 2016).

3.2 Fatores que influenciam a levedura na fermentacao

As condi¢des operacionais do processo fermentativo impdem multiplos desafios as
leveduras, afetando tanto sua capacidade de fermentar quanto seu crescimento (Ceccato-
Antonini, 2021). Entre os fatores determinantes destacam-se: pH baixo, variacbes de
temperatura nas dornas, alta pressdao osmoética, elevadas concentracdes de etanol,
composi¢cdo do mosto e presencga de contaminantes em niveis relevantes; tais efeitos sao
frequentemente intensificados pelo reciclo celular e por eventuais tratamentos do fermento
(Basso; Basso; Rocha, 2011). A Tabela 1 sintetiza os principais fatores e seus impactos

sobre a fisiologia e a produtividade das leveduras.

Tabela 1. Principais fatores que afetam diretamente o processo de crescimento da levedura
e sua capacidade fermentativa?.

Fator Impacto nas leveduras

_ Interfere no transporte de ions e na regulacédo
Baixo pH ) o
intracelular, gerando estresse adicional.
o O estresse térmico pode causar desnaturacdo de
Oscilagdes de temperatura _ o _ .
enzimas e inativar mecanismos celulares criticos.
Compromete o transporte de nutrientes e &agua,
Pressdo osmdtica elevada afetando o metabolismo celular e reduzindo a eficiéncia
fermentativa.
. Inibe o crescimento celular e afeta a viabilidade,
Alta concentragéo de etanol _ .
especialmente acima de 10% (v/v).
Nutrientes insuficientes ou compostos inibitérios, como
Composicao do mosto sulfito e metais pesados, afetam a eficacia
fermentativa.
Competem com as leveduras por nutrientes e
Presenca de contaminantes  produzem compostos indesejaveis, como acidos

organicos e acetato.

1Baseado em Amorim; Basso; Lopes (2009); Mager; Siderius (2002); Narendranath et al.
(1997); Oliva-Neto; Yokoya (1997); Reis et al. (2017).



A composicdo do mosto exerce influéncia direta no desempenho fermentativo. O
caldo de cana e o melaco apresentam perfis quimicos distintos: enquanto o caldo
caracteriza-se por menores concentracbes de compostos inibitérios, sua qualidade
nutricional é suscetivel a variacbes sazonais que podem impactar o rendimento. Em
contrapartida, o0 melaco — subproduto da fabricagdo do aclUcar — apresenta elevada
concentracdo de sais e substancias, a exemplo do sulfito, que podem ser téxicos as
leveduras em determinadas dosagens (Amorim; Basso; Lopes, 2009).

A estratégia de combinar caldo e melago visa equilibrar o aporte nutricional e mitigar
os efeitos toxicos sobre as leveduras. Essa reducdo da toxicidade ocorre pela diluicdo de
componentes inibitorios intrinsecos ao melago, como sais e sulfitos, cujas concentracdes
sdo reduzidas a niveis toleraveis ao metabolismo celular quando misturadas ao caldo
(Ceccato-Antonini, 2021). Além do equilibrio quimico, a composicdo do mosto misto &
fundamental para o ajuste do teor de sdlidos soluveis totais (°Brix); visto que o melaco
possui uma concentracdo de agucares excessivamente elevada, a adicdo de caldo permite
atingir a densidade ideal de fermentacdo, prevenindo o estresse osmotico e assegurando a
viabilidade das células ao longo dos ciclos.

Fatores quimicos do meio, como baixo pH e presenca de metais, afetam o
metabolismo e a integridade celular. Entre os metais, sendo encontrado com relativa
frequéncia no caldo de cana, o aluminio tem sido apontado como prejudicial, mesmo em
baixas concentragbes, por sua capacidade de interferir em componentes celulares
essenciais (Ceccato-Antonini, 2021). Além disso, o baixo pH potencializa a toxicidade de
acidos organicos (por exemplo, acido latico e acético), que quando acumulados aumentam a
vulnerabilidade das leveduras ao etanol e reduzem sua viabilidade e atividade metabdlica
(Oliva-Neto et al., 2013).

A contaminacgdo microbiolégica constitui um risco critico para processos industriais
de producdo de etanol. Espécies como Dekkera bruxellensis e Limosilactobacillus
fermentum competem por substrato com a Saccharomyces cerevisiae, produzindo
metabdlitos indesejaveis (por exemplo, acidos organicos e acetato) e, consequentemente,
reduzindo o rendimento fermentativo (Bayrock; Ingledew, 2004; Bischoff et al., 2009).
Lucena et al. (2010), ao analisar 489 isolados de quatro destilarias (2007—2008), verificaram
que bactérias laticas podem atingir até 8,9 x 108 UFC/mL nas dornas de fermentacao e 6,0 x
10® UFC/mL no caldo de cana bruto, com L. fermentum como a espécie mais frequente.
Relatos industriais e experimentais indicam prejuizos substanciais: estimativas apontam
perdas diarias da ordem de 20.000 L de etanol em condi¢Bes industriais, aumentos
significativos da glicose residual e quedas de rendimento de até =27% em contaminacdes
intensas (Amorim; Basso; Lopes, 2009; Bischoff et al., 2009). Esses efeitos decorrem tanto

da competicdo direta pelo substrato quanto do acumulo de &cido latico, que compromete



funcbes metabodlicas essenciais das leveduras (Narendranath et al., 1997; Oliva-Neto;
Yokoya, 1997).

A concentracdo de etanol constitui um importante fator limitante para S. cerevisiae:
concentracdes superiores a 10% (v/v) prejudicam a viabilidade celular, efeito que se
intensifica em temperaturas elevadas (Reis et al., 2017). A faixa térmica ideal para a
fermentacdo industrial situa-se entre 26 °C e 35 °C; contudo, o0 carater exotérmico do
processo pode elevar a temperatura até aproximadamente 38 °C, 0 que exige sistemas de
resfriamento para mitigar o estresse térmico sobre as leveduras (Lima; Basso; Amorim,
2001).

O estresse osmotico, decorrente de elevadas concentracdes iniciais de acucar,
representa outro desafio critico a fermentagcédo. Concentracdes de aglUcares redutores totais
(ART) superiores a 120 g/L podem provocar a perda de agua celular por osmose e o
comprometimento da viabilidade da levedura (Mager; Siderius, 2002). No ambiente
industrial, esse parametro € monitorado atraves do teor de solidos solUveis totais.
Considerando que 120 g/L de acucares equivalem, de maneira aproximada e simplificada, a
12° Brix, observa-se que mostos com graduacdes superiores elevam a pressdo osmética do
meio, exigindo maior robustez da cepa para evitar a plasmdlise e garantir a eficiéncia
metabdlica. Esse estresse frequentemente atua sinergicamente com a presenca de acidos
organicos e altos teores de etanol, aumentando a toxicidade do meio. Para mitigar tais
efeitos, as praticas industriais adotam sistemas de batelada alimentada, que permitem um
controle mais rigoroso das condi¢cdes operacionais e maior eficiéncia fermentativa (Graves
et al., 2006). A superioridade desse sistema reside, em grande parte, na promog¢édo da
adaptacdo celular: ao fornecer o substrato de maneira gradual, evita-se a exposicéo
imediata das leveduras a choques osmdéticos severos. Esse fornecimento controlado permite
gue o0 microrganismo ajuste seu metabolismo e a composi¢cado de sua membrana plasmatica
de forma progressiva, estabelecendo uma resposta adaptativa que mantém a homeostase
interna e a viabilidade celular mesmo diante do incremento na concentracdo de etanol e de
metabdlitos inibitérios ao longo do ciclo. Paralelamente, avancos em selecdo e
melhoramento tém produzido estirpes com maior resisténcia a esses desafios.

Desde meados dos anos 2000, a adocdo de leveduras comerciais selecionadas e
adaptadas as condicOes locais das destilarias cresceu de importancia (Ceccato-Antonini,
2021). A selegéo natural por meio do reciclo celular e da exposi¢cao a estresses industriais
favoreceu a predominancia de linhagens adaptadas. Entre as cepas industriais amplamente
utilizadas no Brasil destacam-se PE-2 e CAT-1, reconhecidas por sua capacidade de
adaptacdo, alto rendimento fermentativo e dominéncia ao final dos ciclos (Basso et al.,
2008).



A cepa PE-2 tem sido associada a maior tolerdncia a ambientes acidos, um carater
gue tende a ser favorecido em processos que empregam tratamento 4cido do fermento
(acidificacdo com H,SO,) durante o reciclo celular (Della-Bianca et al., 2014; Reis et al.,
2017). A manutencao de altas taxas de viabilidade ao longo dos reciclos é fundamental para
a estabilidade do processo e para minimizar quedas de rendimento (Amorim et al., 2011).

A viabilidade celular € um par@metro critico no contexto do reciclo, pois, células
viaveis sustentam a continuidade dos ciclos fermentativos ao longo da safra (Ceccato-
Antonini, 2021). A reducéo da viabilidade indica perda de tolerancia ao ambiente operacional
e compromete o desempenho da linhagem, sendo, portanto, um indicador valioso para

intervencéo operacional ou substituicdo de levedo (Amorim; Gryschek; Lopes, 2010).

3.3 Tratamento celular com acido sulfurico na fermentacao

O controle de microrganismos contaminantes nas dornas de fermentacéo € essencial
para assegurar a eficiéncia do processo. No Brasil, praticas antimicrobianas adotadas pela
indastria sucroalcooleira incluem a acidificacdo com &cido sulfdrico e, historicamente, 0 uso
de antibioticos, visando reduzir a carga bacteriana e preservar o desempenho fermentativo
(Ceccato-Antonini, 2018). Entre essas alternativas, a acidificagdo com H,SO, aplicada ao
fermento ao final de cada ciclo tem demonstrado efichcia no controle de bactérias
contaminantes e na desfloculagdo associada a infestagbes bacterianas (Basso et al., 2008;
Whealls et al., 1999).

A producdo de etanol no Brasil enfrenta desafios significativos relacionados a
contaminacao microbiana, presentes desde as etapas iniciais no campo até o processo de
fermentacdo. Esse problema é amplificado pelas condicbes ndo assépticas que
caracterizam a colheita, o tratamento do substrato e a conduc¢éo do bioprocesso (Silva-Neto
et al., 2020).

Microrganismos como Lactobacillus e Bacillus estdo entre os contaminantes mais
comuns, sendo a espécie L. fermentum frequentemente destacada como um dos principais
responsaveis pela reducéo da eficiéncia fermentativa. A presenca desse contaminante pode
levar a perdas expressivas, com diminuicdes de até 30% no rendimento da producédo de
etanol (Brexo; Sant'/Ana, 2017).

Apos a separacdo do vinho das células ao término do ciclo, forma-se um “creme de
leveduras” com elevada concentracdo de sélidos (tipicamente relatada na faixa de 60—70%
m/v), que € submetido a acidificacdo até pH ~1,8-2,8 por periodos tipicamente entre 1,5 e 3
h antes de seu retorno a dorna. Estudos reportaram efeitos relevantes: Gallo (1989)
observou reducéo de 44,6% no namero de células bacterianas ap06s acidificagdo, enquanto
outros trabalhos registraram redug¢des de 3 ciclos log (=99,9%) para L. fermentum com

protocolos semelhantes (Costa; Cerri; Ceccato-Antonini, 2018; Silva-Neto et al., 2020).
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Embora S. cerevisiae apresente maior tolerancia a baixos valores de pH em
comparagdo com muitas bactérias contaminantes, a exposi¢cdo a H,SO, pode provocar
danos fisiologicos em leveduras, variando conforme o estado fisiolégico (fracdo de células
jovens versus senescentes), tempo de exposicao e intensidade do tratamento (Oliva-Neto et
al., 2013). A resisténcia ao estresse acido tem sido relacionada a presenca de reservas de
carboidratos (glicogénio, trealose) e a mecanismos de protecéo celular que mitigam a perda
de integridade da membrana e o colapso metabdlico (Basso et al., 2008).

Alguns autores sugerem que a acidificacao tende a “selecionar” subpopulagdes mais
robustas, reduzindo a fracdo de células senescentes e, assim, potencialmente preservando
desempenho fermentativo nos ciclos subsequentes (Gomes et al., 2016; Silva et al., 2011).
Entretanto, as evidéncias experimentais diretas sobre a eliminacdo seletiva de células
envelhecidas sdo ainda limitadas, e os efeitos sobre viabilidade, vitalidade e produtividade

demandam avaliacdes integradas (Kamei et al., 2014).

3.4 Viabilidade e vitalidade celular em Saccharomyces cerevisiae

Em diferentes areas do conhecimento, termos como vitalidade e viabilidade podem
receber definicdes distintas ou até divergentes dentro de uma mesma area. No campo dos
microrganismos, esse desacordo € documentado por Bouix et al. (2022), os quais
empregam as categorias culturabilidade, viabilidade e vitalidade de forma diversa daquela
adotada por Kwolek-Mirek e Zadrag-Tecza (2014). Para Bouix et al. (2022), culturabilidade
refere-se a capacidade de uma célula se dividir em meio solido e formar coldnias; viabilidade
envolve integridade de membrana, capacidade de sintese proteica e produgdo de energia; e
vitalidade diz respeito a capacidade de gerar energia, ao comportamento dindmico da
cultura e aos parametros cinéticos (taxas especificas de crescimento, producdo de
metabdlitos e consumo de substrato). Assim, segundo esses autores, em uma mesma
populacdo podem coexistir células vivas — identificaveis por técnicas de coloragdo, porém
incapazes de se dividir e formar colénias — o0 que as torna indetectaveis por métodos
baseados em cultivo, além de outras subpopulacdes com atividades metabdlicas
heterogéneas.

Segundo Kwolek-Mirek e Zadrag-Tecza (2014), viabilidade é entendida como a
propor¢do de células vivas capazes de reproduzir-se em meios solidos ou liquidos, estando
relacionada a integridade da membrana e a contagem de células vivas e mortas. Vitalidade,
por sua vez, refere-se a capacidade funcional e fisioldgica das células, isto €, as alteracdes
intracelulares ou metabdlicas que podem comprometer a divisdo celular sem
necessariamente causar morte. Em muitos cenarios, efeitos toxicos reduzem primeiro a
vitalidade antes de culminarem na perda da viabilidade, o que ressalta a importancia de

distinguir esses parametros para interpretar corretamente os resultados experimentais.
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Compreender como viabilidade e vitalidade se manifestam sob diferentes estresses é

crucial em contextos industriais. A queda na capacidade reprodutiva e na sobrevivéncia

observada ao longo de um bioprocesso costuma refletir em fatores que afetam

negativamente ambos os atributos. Por isso, para avaliar adequadamente como um

microrganismo expressa suas caracteristicas, torna-se necessario também quantificar sua

longevidade reprodutiva e padrées de replicacdo no sistema estudado. As Tabelas 2 e 3

resumem 0s principais métodos empregados para analise de viabilidade e vitalidade em

leveduras.

Tabela 2. Principais métodos utilizados em processos fermentativos para determinagédo de

viabilidade celular?.

Método

Breve descri¢éo

Contagem de unidades
formadoras de
coloénia (U.F.C)

Spotting Test

Zona de Inibig&do de

Crescimento

Temporal-Lapse

Photomicroscopy

lodeto de Propidio/Fluoresceina

Azul de Metileno/Eritrosina

Este teste conta o niumero de colbnias que crescem em
um meio de cultura apés a incubagdo de uma amostra
de células. Cada coldnia surge de uma Unica célula
viavel.

Diferentes diluicbes de uma cultura de células séo
depositadas sobre o meio em uma placa de Petri. Ele
permite a observacgao visual da capacidade das células
de crescer em condi¢gBes especificas.

Esse teste avalia a capacidade das células de crescer
em torno de um disco impregnado com uma substancia
inibitéria, como um antibiético. A presenca ou auséncia
de crescimento indica a sensibilidade ou resisténcia
das células ao composto testado.

Este método utiliza microscopia para observar células
ao longo do tempo em presenca de um corante vital,
como a floxina-B. Ele permite a diferenciacdo entre
células vivas e mortas com base na capacidade de
reproducédo e na integridade celular.

Esses corantes sdo usados para avaliar a integridade
da membrana celular. O iodeto de propidio penetra em
células mortas ou danificadas, enquanto a fluoresceina
marca células metabolicamente ativas.

Estes corantes sdo empregados para identificar células
mortas, que sdo coradas de azul/rosa, enquanto

células vivas permanecem incolores.

1Baseado em Eigenfeld et al. (2023); Kwolek-Mirek; Zadrag-Tecza (2014); Stewart (2017).
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Tabela 3. Principais métodos utilizados em processos fermentativos para determinacdo de
vitalidade celular?.

Método Breve descricdo

Este teste avalia a capacidade das células de
Atividade Metabdlica realizar reag6es metabdlicas, como producdo de
energia e sintese de biomoléculas.
Avalia a atividade de enzimas especificas dentro
Atividade Enzimatica das células, o que pode ser indicativo do estado
metabdlico e da vitalidade celular.
Neste teste, as células sdo incubadas em um meio
_ . de cultura liquido e o crescimento € monitorado ao
Cultura em Meio Liquido
longo do tempo por meio de medigbes de
densidade Optica ou contagem de células.
O ATP é uma molécula energética fundamental
para as células. A medicdo do conteudo de ATP
Conteudo de ATP
pode indicar a capacidade das células de produzir
e utilizar energia.
Este teste avalia a integridade e o funcionamento
das mitocéndrias, que sdo organelas responsaveis
Potencial da Membrana Mitocondrial pela producéo de energia na célula. Um potencial
de membrana mitocondrial saudavel & essencial

para a funcéo celular adequada.

1Baseado em Eigenfeld et al. (2023); Kwolek-Mirek; Zadrag-Tecza (2014); Stewart (2017).

Em S. cerevisiae, a vida reprodutiva replicativa (replicative lifespan) corresponde ao
namero de geracdes que uma célula-mae pode originar antes de cessar a divisdo -
tipicamente cerca de 25 geracbes em estirpes selvagens, com maximos em torno de 40
geracdes (Lesur; Campbell, 2004). Kamei et al. (2014) observaram que alteracbes
metabdlicas associadas ao envelhecimento surgem ja a partir da 112 geracao, incluindo
maior atividade do ciclo dos acidos tricarboxilicos, reducédo na sintese de aminoacidos de
cadeia ramificada e diminuigdo do glicogénio intracelular.

ApoOs cada replicacdo, a célula-mée forma um anel cicatricial de quitina e glucana na
parede celular, intitulada de cicatriz de brotamento (Bacon et al., 1966; Cabib et al., 1997).
Essas cicatrizes acumulam-se ao longo das divisdes, e o nimero de brotamentos que uma
célula realiza € condicionado por fatores genéticos, morfoldgicos, fisiologicos e ambientais
(Eigenfeld; Kerpes; Becker, 2021). Brotos jovens ndo apresentam cicatrizes de brotamento;

existem também as chamadas cicatrizes de nascimento (birth scars), que por ndo conterem
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quitina, ndo séo detectadas por corantes que marcam essa estrutura e ndo se correlacionam
com o historico reprodutivo da célula (Powell; Quain; Smart, 2003). Por isso, a contagem de
cicatrizes de brotamento € um indicador pratico do envelhecimento reprodutivo (replicative
age) e ajuda a inferir sinais de senescéncia celular atuantes sobre a viabilidade e vitalidade
em colonias.

Os métodos para avaliar viabilidade incluem técnicas de crescimento em meios
sélidos e liquidos e ensaios com corantes. Técnicas de crescimento informam sobre células
capazes de formar coldnias, porém séo lentas e ndo detectam células metabolicamente
ativas incapazes de se dividir. Ensaios com corantes (colorimétricos ou fluorescentes)
oferecem respostas rapidas e objetivas, discriminando células vivas e mortas com base na
integridade da membrana ou no metabolismo celular (Eigenfeld et al., 2023; Kwolek-Mirek;
Zadrag-Tecza, 2014).

O azul de metileno é reduzido por células metabolicamente ativas, tornando-as
incolores; células sem atividade enzimatica permanecem coradas e sdo consideradas
mortas (Lee; Robinson; Wang, 1981). Contudo, em processos com reciclos sucessivos —
onde as células enfrentam estresses como alta concentracdo de acguUcar, etanol e pH baixo
— muitas células ficam fisiologicamente fragilizadas, apresentando coloragéo intermediaria
ou mais clara com azul de metileno e podem ser classificadas como “mortas”, embora se
recuperem ao serem plaqueadas em meio rico (YPD), formando coldnias. Essa limitagdo
introduz subjetividade e possibilidade de falsos-positivos, dependentes do tempo de
exposicao ao corante (Feizi et al., 2016).

A eritrosina é uma alternativa que tinge células mortas em rosa-avermelhado,
oferecendo contraste mais nitido, menor exigéncia de reagentes e menor tendéncia a
classificar equivocadamente células fragilizadas; além disso, ndo provoca o esverdeamento
observado com azul de metileno em meios com alta concentracdo de agucar (Martinez et
al., 2016; Oliveira et al., 1996).

A avaliacdo da vitalidade foca nas capacidades funcionais das células e inclui
métodos como mensuracdo de ATP intracelular, potencial de membrana mitocondrial,
ensaios de atividade enzimatica e o teste de poder de acidificacdo. Este ultimo, amplamente
empregado na industria cervejeira, estima a atividade fermentativa por meio da reducao do
pH extracelular apés a adicdo de glicose (Kwolek-Mirek; Zadrag-Tecza, 2014; Stewart,
2017).

O termo viable but non culturable, VBNC, refere-se a células que mantém integridade
estrutural e sinais de atividade metabdlica, mas apresentam perda temporaria da
capacidade de formar col6nias em placas (Liu et al., 2023). Em termos fisioldgicos, o estado

VBNC constitui uma resposta ao estresse ambiental em que a célula reduz fungdes
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proliferativas e reorienta 0 metabolismo para manutencao, muitas vezes de forma reversivel
apos a remocao do estressor (Liu et al., 2023).

Em leveduras, evidéncias de VBNC foram obtidas experimentalmente mediante
exXposicdo a agentes estressores, seguida de recuperacdo da capacidade de crescimento
em condicBes favoraveis (Salma et al., 2013). Na prética, a identificacdo de VBNC exige a
combinacdo de ensaios de culturabilidade com métodos independentes de avaliacdo da
viabilidade e da vitalidade celular, tais como contagem microscépica com corantes
diferenciais, ensaios de ATP intracelular, testes de atividade enzimatica, protocolos de
reativagdo em meio rico, analise de padrdes de velocidade de crescimento e citometria de
fluxo (Pinto; Santos; Chambel, 2015). Assim, discrepancias entre contagens por UFC e
medidas de viabilidade microscépica podem indicar a presenca de populacées VBNC, cuja
confirmagdo demanda ensaios complementares.

Por fim, tratamentos com acido sulfirico, comumente usados em processos
industriais, tém sido associados a eliminacdo de células menos viaveis e a preservacdo de
subpopulagbes mais robustas (Costa; Cerri; Ceccato-Antonini, 2018; Goldammer, 2022;
Lorenzi, 2021). Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar como esses

tratamentos afetam de modo integrado viabilidade, vitalidade e desempenho fermentativo.
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4 MATERIAIS E METODOS

A ndo ser quando especificado, os experimentos e analises foram realizados no
Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM) da UFSCar, CCA-Campus

Araras.

4.1 Microrganismos

As cepas de S. cerevisiae (linhagens industriais PE-2 e CAT-1) foram obtidas do
banco de culturas do Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM) da
UFSCar, CCA-Campus Araras. As leveduras foram armazenadas em meio YPD (Yeast
extract, Peptone, Dextrose), composto por 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicose,

20 g/L de peptona e 20 g/L de agar, mantidas em slants a 4°C.

4.2 Fermentacdo em batelada com reciclo celular e tratamento acido

Para a propagacéo das leveduras, duas alcadas foram inicialmente cultivadas em
125 mL de meio YPD contendo 4% de glicose em Erlenmeyer de 250 mL. As culturas foram
incubadas a 30°C, com agitacdo constante a 200 rpm, durante 24 h. Apos esse periodo, 100
ML da cultura inicial foram transferidos para 1 L de caldo de cana esterilizado com
aproximadamente 13° Brix, dentro de Erlenmeyer de 2 L. A utilizacdo dessa concentracdo
especifica justifica-se pela necessidade de fornecer um aporte energético adequado para a
multiplicacdo celular, mantendo, simultaneamente, 0 meio em uma faixa de baixa pressdo
osmotica. A etapa de propagacdo ocorreu por 72 h sob as mesmas condi¢cdes de
temperatura, com agitacdo ocasional para facilitar a liberacdo de CO,. Concluido o
processo, as células foram separadas por decantacdo, o vinho foi armazenado, e a
biomassa foi ajustada para 4 g de massa Umida, correspondente a uma concentracdo de
1x10° a 2x10° células por mL, sendo posteriormente acondicionada em tubos Falcon de 50
mL.

Os experimentos fermentativos foram realizados em triplicata, seguindo a
metodologia descrita por Raghavendran et al. (2017). Inicialmente foi montado o pé-de-cuba
da seguinte maneira: cada tubo Falcon de 50 mL continha aproximadamente 4 g de
levedura em massa Umida, 2 mL de vinho (advindo da propagacédo) e aproximadamente 6
mL de agua destilada estéril. O teor alcodlico final do pé-de-cuba foi ajustado para 5% (v/v)
com etanol absoluto com base no teor alcodlico do vinho coletado, subtraindo-se
proporcionalmente o volume de &gua. Foram adicionados 9,25 mL de caldo de cana
esterilizado (14,5 g/100 mL de ac¢ucar redutor total) em trés momentos distintos: nos tempos
0, 2 e 4 h. Os tubos foram mantidos a 30°C, agitados periodicamente e pesados antes e

depois da adicdo do caldo a cada 2 h, ao longo de 10 h, para monitorar a liberagédo de CO..
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Apbs esse periodo, os tubos foram retirados da incubadora, mantidos em temperatura
ambiente até o dia seguinte (20 h no total) e novamente pesados.

Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 2.000 x g, com os sobrenadantes
(vinho) sendo armazenados a -20°C para posterior andlise das variaveis teor alcodlico,
acucar redutor total e pH. Os tubos foram pesados somente com a massa celular umida
advinda da pds-fermentacéo e iniciou-se o tratamento acido, consistindo na adicdo de 2 mL
de vinho (advindo da propagacéo), 6 mL de 4gua e solucdo de acido sulfdrico 1 N até pH
2,5, monitorando-se por meio do pH-metro. O teor alcodlico final foi ajustado com etanol
absoluto com base no teor alcodlico do vinho coletado, subtraindo-se proporcionalmente o
volume de 4gua. Os tubos foram mantidos por 2 h a 30°C. Para o experimento controle, ndo
foi adicionada a solu¢do de acido sulfarico. Os tubos foram entdo homogeneizados e um
volume de 100 puL foi retirado para as analises de viabilidade celular (por plaqueamento e
contagem de células ao microscopio), testes de crescimento em meio liquido e contagem de
cicatrizes de brotamento, apos centrifugacéo e lavagem com solucéo salina 0,85%.

Em seguida foi iniciada a alimentacdo com caldo conforme descrito anteriormente, e
esse procedimento (ciclo fermentativo e tratamento celular) foi repetido por um total de 6

ciclos fermentativos e 6 ciclos de tratamento.

4.3 Analises de viabilidade e vitalidade celular

4.3.1 Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)

O procedimento para contagem de unidades formadoras de coldnia (UFC) foi
realizado a partir de amostras da biomassa celular, as quais foram diluidas em série
utilizando solucdo salina contendo 0,85% de NaCl. As diluicbes foram plaqueadas em
duplicata em meio YPD, utilizando o método de semeadura em superficie. As placas foram
incubadas a 30°C por um periodo de 72 h. Apds o término da incubacdo, o nimero de

colénias formadas foi contado, e os resultados foram expressos como UFC/mL.

4.3.2 Coloragao com corante Eritrosina

A solucéo estoque de eritrosina B foi preparada dissolvendo-se 0,1 g de eritrosina B
em 100 mL de PBS 1x (pH 7,2), obtendo-se concentracdo de 0,1% (m/v); a solucéo foi
acondicionada em frasco ambar e conservada a 4 °C, protegida da luz. Para avaliagdo da
viabilidade, as amostras de levedura foram homogeneizadas e, quando necessario, diluidas
na proporcdo apropriada. Em tubos de ensaio, transferiu-se 1 mL da suspenséo celular e
adicionou-se 1 mL da solucdo estoque de eritrosina (razdo 1:1, v/v); as misturas foram
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente (Martins et al., 2024). Apos a incubacéo,

procedeu-se a contagem em camara de Neubauer sob microscopio optico (objetiva 40x).;
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durante a analise consideradas células viaveis aquelas ndo coradas e células invidveis as
gue apresentaram coloracdo réseo-avermelhada, alem de contabilizar celulas com brotos.
Os resultados foram expressos em numero de células vivas/mL, viabilidade (%) e
brotamento (%), conforme descrito por Ceccato-Antonini (2021), seguindo as seguintes
férmulas:

¢ Viabilidade (%) = (n° de células viaveis / (n° de células viaveis + n° de células nao

viaveis)) x 100.

e Brotamento (%) = (n° de células viaveis em brotamento / total de células viaveis) x
100.

e Células viaveis/mL = Z numero de células contadas em 5 quadriculos x 5 x 10* x

diluicéo.

4.3.3 Crescimento em meio liquido

As amostras de massa celular foram padronizadas para uma concentragao inicial de
1x107 células/mL em meio YPD liquido e constituiram o inéculo para o teste de crescimento
em meio liquido.

Em condi¢bes assépticas, adicionou-se 180 pL de meio YPD estéril e 20 pL do
indculo a cada poco de uma microplaca esterilizada de 96 pocos, modelo "Costar 96 Flat
Bottom Transparent Polystyrene”. Como controle negativo, utilizou-se meio YPD sem adicdo
de in6culo. Apds a montagem, a microplaca foi incubada na leitora de microplacas Tecan
Infinite® M200.a 30°C, com agitacao, por um periodo de 24 h. A absorbancia foi medida a
600 nm em intervalos de 15 minutos, gerando as curvas de crescimento da levedura apés
cada ciclo de tratamento, ao longo dos reciclos celulares. Foram analisadas as amostras
retiradas do pé-de-cuba e dos ciclos fermentativos 1 e 6.

Os valores de absorbancia foram transformados em In para andlise dos dados. A
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax, h™) foi determinada pela regressdo
linear dos dados de In da absorbancia em funcdo do tempo durante a fase exponencial de
crescimento, sendo o coeficiente angular da reta correspondente ao pmax. Foram também
determinadas a duracéo da fase lag (h) e a variacdo da absorbancia (absorbancia ao final
de 15 h — absorbéncia a 0 h) para cada amostra. O tempo de 15 h para avaliar a variagdo da
absorbéancia foi estabelecido com base no menor periodo de tempo em que ocorreu a

estabilizacéo dos valores de absorbancia.
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4.3.4 Contagem de cicatrizes de brotamento

Foi preparada uma solucdo de Calcofluor White M2R (Sigma-Aldrich®) a 10 mg/mL.
Uma suspenséo contendo 1 mL com 10° células/mL de levedura foi lavada com 150 pL de
sorbitol 1 M e ressuspensa em 150 pL da solucdo corante, mantendo-se a suspensao a 4 °C
por 5 min (Lesur; Campbell, 2004). Em seguida realizaram-se quatro lavagens sucessivas
com sorbitol 1 M; as células foram entdo ressuspensas em 20 uL da mesma solugéo e
observadas em microscopio de fluorescéncia Leica Microsystems DM4000 B LED, utilizando
0 cubo de fluorescéncia A4 (faixa de excitacdo UV; filtros BP 340/40, RKP 400, BP 470/40).
Os ajustes de aquisi¢ao utilizados foram: tempo de exposi¢cdo = 432,6 ms; ganho (gain) =
1,2x; saturagdo = 1,00; gama = 0,70. Esse ensaio foi realizado no Laboratério de
Microscopia e Caracterizacdo de Materiais (LabMiCam), UFSCar, CCA-Campus de Araras

Diferentes campos de avaliagcdo ao microscopio foram fotografados (captura de
imagens) e as imagens foram analisadas avaliando-se um numero de 100 células de
leveduras, contabilizando o niUmero de cicatrizes de brotamento em cada uma das células
(Figura 1). Os resultados foram analisados por meio da frequéncia do niumero de células em
funcdo do numero de cicatrizes de brotamento (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 cicatrizes) no total de

100 células.

Figura 1. Visualizacao de células de S. cerevisiae das cepas industriais PE-2 (a esquerda) e
CAT-1 (a direita), coradas com Calcofluor White M2R. O corante se liga a quitina,
evidenciando as cicatrizes de brotamento (setas), que aparecem como regides fluorescentes
na parede celular. Os nimeros indicam a quantidade de cicatrizes observadas por célula.

Fonte: Imagens do autor (2025).
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4.4 Analise da fermentacéo

Amostras dos sobrenadantes obtidos ap6s cada ciclo fermentativo foram destiladas e
o0 teor alcodlico foi determinado em densimetro digital Anton-Paar. O pH final foi
determinado em pH-metro digital. A concentragdo de acucar redutor total foi determinada
apoés hidrolise das amostras com &cido cloridrico e quantificacdo pelo método do &cido-3,5-
dinitrossalicilico (Miller, 1959).

O rendimento (g etanol produzido/g agucar redutor total consumido) foi calculado
seguindo a férmula descrita em Raghavendran et al. (2017):

RENDIMENTO DEETANOL = K x {(V,. + (0.7 x P) x ET
_1_:-—'—{]? X, P_|"} iy E?_l”}

10, 000
64.75 x V, x TRS

onde:

V= volume (mL) de vinho centrifugado;

P = biomassa Umida de levedura peletizada (g);

ET = etanol no vinho centrifugado (% v/v) ao final;

Py, = biomassa de levedura peletizada do ciclo anterior (g);

ETp= titulo de etanol (% v/v) no vinho centrifugado do ciclo anterior (indculo);
Vs = volume do substrato (ml);

TRS = acUcares redutores totais do substrato (g/100 ml).

4.5 Anédlise estatistica

Para todas as variaveis estudadas, foi calculada a média das triplicatas e o desvio-
padrdo, em cada ciclo fermentativo, para cada um dos tratamentos utilizados na
fermentacdo (com ou sem acido). Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia
para dois fatores (two-way anova), considerando-se ‘Ciclo’ e ‘Tratamento’ como os fatores.
Utilizou-se o software Past (Palaeontological Statistics), versao 4.03 (Hammer; Harper;
Ryan, 2001) para a analise estatistica. Os resultados foram apresentados mostrando a
significAncia ao nivel de 5% para cada fator e variavel estudada.

Para avaliar o efeito do tratamento (com e sem acido) na frequéncia de células em
relacdo ao numero de cicatrizes de brotamentos, aplicou-se o teste de Qui-Quadrado para
tabelas de contingéncia. O nivel de significAncia utilizado foi de 5%. Com o intuito de
verificar a diferenca entre tratamentos, diversas hipoteses foram testadas, a saber: i)

comparagdo entre tratamentos considerando a combinacdo entre leveduras e ciclos
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fermentativos; ii) comparacdo entre tratamentos considerando a combinacdo apenas dos
ciclos de fermentacdo (independente das leveduras); iii) comparacdo global, em que se
considera conjuntamente todos os ciclos de fermentacdo e ambas as leveduras. A
estatistica de Qui-Quadrado foi calculada com i-1 graus de liberdade, onde i representa o
namero de categorias ndo nulas para as cicatrizes de brotamento (total de oito categorias,
variando de zero a sete). Todos os testes foram conduzidos no software R, utilizando a
funcao chisg.test.

A relagédo ‘numero de cicatrizes de brotamento por nimero de células’ foi calculada
fazendo a somatdria do niumero de cicatrizes multiplicado pelo nimero de células em cada
categoria e dividindo pelo nimero total de células (nUmero de 100). Os resultados foram
avaliados por Analise de Variancia para um fator (one-way anova), considerando-se
‘Tratamento’ como fator. Utilizou-se o software Past (Palaeontological Statistics), versao

4.03 (Hammer; Harper; Ryan, 2001) para a analise estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do tratamento acido sobre a levedura industrial PE-2

Os experimentos tiveram como objetivo investigar o efeito do tratamento com &cido
sulfarico (pH 2,5; 2 h) sobre as linhagens industriais de S. cerevisiae PE-2 e CAT-1 durante
fermentacbes em batelada alimentada com reciclo celular. Buscou-se avaliar, de forma
isolada e combinada, os impactos dos reciclos e do tratamento 4cido sobre pardmetros
microbioldgicos criticos, especialmente viabilidade e vitalidade celular. Além disso, o estudo
teve como proposito identificar possiveis alteracBes no perfil fisiolégico da populacao,
incluindo a presenca de células vivas, porém metabolicamente comprometidas, como
aguelas incapazes de se dividir ou em estado de senescéncia. A hipétese central foi a de
gue a acidificagdo poderia modular a dindmica de sobrevivéncia e atividade da levedura ao
longo dos reciclos, resultando em mudangas no padréo de crescimento e na manutencao da
eficiéncia fermentativa, efeitos que somente seriam evidenciados por uma analise integrada
dos fatores principais e de suas interagdes.

No presente trabalho, foram considerados como indicadores de viabilidade: o nimero
de UFC/mL (por plaqueamento em meio YPD), nimero de células viaveis/mL (por contagem
em microscopio apés coloracdo com eritrosina), e 0s percentuais de viabilidade e
brotamento. Como indicadores de vitalidade, foram considerados os resultados de teor
alcodlico/rendimento, parametros de crescimento em meio liquido (velocidade especifica
méaxima de crescimento, duracdo de fase lag e variagdo de absorbancia) e niamero de
cicatrizes de brotamento.

Foi avaliada a culturabilidade (capacidade de formar col6nia em meio solido) das
células por meio de crescimento em placas de Petri com YPD. No ensaio aqui empregado,
ao final do sexto ciclo a linhagem PE-2 apresentou contagens médias de 8,78 x 10%°
UFC/mL na fermentacdo sem tratamento &cido e 4,92 x 10 UFC/mL na fermentacdo com
tratamento &cido (Figura 2A), mas ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos. No entanto, houve efeito significativo dos ciclos sobre o nimero de UFC
(Tabela 4). Houve queda até o quarto ciclo seguida de recuperacgéo, terminando com valores
superiores aos observados nos ciclos iniciais. O estresse fermentativo impde pressdo de
selecdo sobre a populagéo de leveduras, favorecendo as subpopula¢cdes mais adaptadas ao
bioprocesso (Basso et al., 2008). Em geral, a reducdo do niamero de UFC indica baixa
adequacgdo das células as condi¢cdes operacionais, enquanto o aumento observado no
presente experimento sugere que houve selecao de células capazes de se dividir e formar

colénias ao longo dos reciclos.
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Quanto ao numero de células viaveis estimado por contagem em camara de
Neubauer apds coloracdo com eritrosina, ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os ciclos, entre os tratamentos ou quanto a a interacdo entre ambos (Figura 2B;
Tabela 4). Importante destacar que, apesar da estabilidade da densidade celular, a
contagem por UFC revelou um padrdo distinto: a contagem em microscopio de células/mL
manteve-se relativamente constante, porém apresentou valores ligeiramente inferiores as
contagens de unidades formadoras de coldnia. Essa discordancia decorre das diferencas
metodoldgicas: a contagem por UFC quantifica apenas as células capazes de proliferar em
meio sélido — incluindo células em brotamento — enquanto a contagem microscopica com
corantes avalia a integridade celular e a viabilidade imediata. Assim, algumas células podem
manter integridade e atividade metabdlica, mas exibir capacidade proliferativa reduzida em
meio solido em placa ou recuperar a habilidade de formar colénias apenas em meios ricos, o
gue explica a diferenca entre as técnicas. Em conjunto, os resultados indicam que a
populacdo de PE-2 preservou uma propor¢cao estavel de células vivas ao longo dos ciclos,
tanto no controle quanto sob tratamento Acido, evidenciando resiliéncia frente ao estresse

fermentativo.

Figura 2. Log do nimero de UFC/mL, log do nimero de células/mL, viabilidade celular (%) e
taxa de brotamento (%) da linhagem industrial CAT-1 ao longo dos reciclos celulares (C1 a
C6) na fermentacdo em batelada alimentada, com (barra rosa) e sem tratamento (barra azul)
com &cido sulfdrico. A barra verde refere-se ao estagio de pé-de-cuba.
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Quanto a viabilidade celular, no pé-de-cuba a viabilidade foi de 94,1%, sendo que ao
final do sexto ciclo, os valores observados foram 91,4% na fermentacdo sem tratamento e
88,3% no tratamento com &cido sulflrico. Houve diferenca significativa entre os ciclos e os
tratamentos, e em ambas as fermentacdes (com e sem tratamento acido), a tendéncia foi de

diminuicdo ao longo dos reciclos (Figura 2C; Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da andlise estatistica das varidveis/parametros analisados durante
fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular (seis ciclos fermentativos) da
linhagem industrial PE-2 em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua;
acido sulfarico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo  Interagéo

Log namero células/mL n.s n.s n.s

Log niumero UFC/mL n.s * n.s
Brotamento (%) * * *

Viabilidade (%) * * n.s

Teor alcodlico (g/100 mL) n.s * n.s
Acucar redutor total residual (g/100 mL) n.s * *
pH final * * *

Rendimento (g etanol/g agucar redutor total) n.s n.s n.s

n.s.= nao significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Pereira et al. (2011) relataram queda imediata da viabilidade por chogue osmotico
seguida de recuperagdo em aproximadamente 12 horas. Os autores ressaltam ainda que a
morte de subpopulacdes sensiveis libera recursos que favorecem a proliferacdo de
microrganismos mais resistentes, promovendo selecdo e recuperacao da culturabildiade. Os
resultados com a linhagem PE-2 mostraram manutencéo de elevada viabilidade até o sexto
ciclo na fermentagdo sem tratamento &cido, sugerindo que, nas condi¢cdes do protocolo
empregado, a populacdo foi capaz de recuperar sua atividade de forma eficaz, apesar das
variagdes observadas ao longo dos ciclos.

Em relagcédo ao brotamento, o percentual aumentou ao longo dos ciclos, sobretudo no
tratamento sem acido, passando de 11,56% no terceiro ciclo para 24,00% no sexto ciclo. No
tratamento com acido também houve aumento, finalizando com 35,79% no sexto ciclo
(Figura 2D). A analise estatistica indicou diferenga significativa para ciclo, tratamento e
interacdo significativa entre ciclo e tratamento (Tabela 4). Observou-se, portanto, aumento
no numero de células em brotamento durante a fermentacdo, com uma resposta mais

acentuada nas condicdes submetidas ao tratamento com acido sulftrico. Esse
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comportamento indica que a acidificacdo exerceu um estimulo sobre a atividade proliferativa
das leveduras, resultando em indices de brotamento superiores quando comparados aos
ensaios sem tratamento &cido.

Assim, os dados indicam uma selecdo de subpopulacbes mais ativas a medida que
os ciclos avancaram. Esse resultado, combinado com a analise de viabilidade, sugere que a
linhagem PE-2 sofreu uma queda de viabilidade ao longo dos ciclos, enquanto a proporcéo
de células capazes de brotar e formar col6nias aumentou. Em contrapartida, apesar de
reducdo na viabilidade percentual, principalmente quando empregado o tratamento &cido,
verificou-se maior atividade reprodutiva conforme avangaram os ciclos, efeito que parece ter
sido intensificado pela presenca do acido.

O perfil de crescimento em meio liquido foi monitorado em microplacas ao longo de
24 horas nas amostras de pé-de-cuba e ao final do primeiro e sexto ciclo de fermentacao,
permitindo avaliar pardmetros cinéticos fundamentais que caracterizam a dindmica de
crescimento celular: a velocidade especifica méxima de crescimento, que indica a rapidez
com que as células se dividem durante a fase exponencial; a duragdo da fase lag,
representando o periodo de adaptacao inicial antes do inicio da divisdo ativa; e a variacédo
da absorbancia, refletindo as alteragdes na densidade celular ao longo do tempo.

Observou-se que a velocidade especifica maxima de crescimento apresentou
diferenca significativa em funcdo do tratamento, havendo diminuicdo quando comparada a
fermentagdo sem tratamento acido. A variagdo de absorbancia também mostrou diferenca
estatistica, tanto para tratamento quanto para ciclo e para a interacdo entre ciclo e
tratamento. Por outro lado, a duracéo da fase lag ndo apresentou diferenga significativa para
nenhum dos fatores analisados (Figura 3; Tabela 5). Os resultados da velocidade especifica
e absorbéancia sdo compativeis com a atuac¢éo de uma forte presséo seletiva imposta pelo
tratamento é&cido e pelos reciclos: redugdo da fragcdo sensivel da populacdo e um
consequente aumento relativo da proporcao de células em divisédo (maior % de brotamento),
ao mesmo tempo em que surgem indicios de comprometimento fisiolégico (queda No pmax,
reducdo da viabilidade e variagBes na culturabilidade).

Na Figura 4 sao apresentados resultados de teor alcodlico, acucares redutores totais
residuais, pH final e rendimento. O teor alcodlico indica a eficiéncia da conversdo dos
aclcares em etanol, representando o produto final de maior interesse industrial. A
concentracao de acucar redutor total residual, por sua vez, revela a capacidade da levedura
em consumir o substrato disponivel; valores mais baixos sugerem maior eficiéncia de
utilizacdo dos aculcares e, consequentemente, menor perda de matéria-prima. O pH final
funciona como um parametro indireto tanto da atividade metabdlica da levedura quanto da
estabilidade do processo. Em cenérios onde ha o tratamento celular com &cido sulfurico,

esse valor também reflete como o tratamento contribui para a acidificacdo no processo,
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fornecendo uma indicagcdo importante do impacto dessa pratica sobre o processo. Por fim, o
rendimento (g etanol/g aclcar redutor total) € um indicador critico, pois expressa a relacéo
entre o etanol produzido e o substrato efetivamente consumido, permitindo avaliar se a cepa
esta direcionando seu metabolismo majoritariamente para a formacao de etanol, desviando
parte desse fluxo para outros compostos ou havendo perca deste acUcar para outros
microrganismos. A analise conjunta desses resultados possibilita compreender ndo apenas

a eficiéncia fermentativa, mas também a robustez da cepa frente as condi¢cdes impostas.

Figura 3. Velocidade especifica maxima de crescimento (h™), variacdo de absorbancia e
duracéo da fase lag (h) da linhagem industrial PE-2 no estagio de pé-de-cuba (PC) e ao final
dos ciclos 1 e 6 (C1 e C6) na fermentacdo em batelada alimentada.
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Tabela 5. Resultado da analise estatistica dos parametros analisados quanto ao
crescimento em meio semissintético (YPD) das células da linhagem industrial PE-2
amostradas da fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular, ap6s os ciclos
fermentativos 1 e 6, em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua; acido
sulftrico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo Interagéo
Velocidade especifica maxima de crescimento (h?) * n.s n.s
Duragéo da fase lag (h) n.s n.s n.s
Variagdo de absorbéancia * * *

n.s.= nao significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Comparativamente, a fermentagdo com tratamento acido exibiu reducdo de pH mais

acentuada do que a fermentacdo sem tratamento acido. A fermentacdo com tratamento
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acido apresentou uma queda de pH entre o primeiro e o segundo ciclo do que a
fermentacdo controle, que exibiu variacdo moderada ao longo dos ciclos. No tratamento
controle o pH médio iniciou em 5,10 no primeiro ciclo e finalizou em 5,03 no sexto ciclo. Na
fermentacdo tratada com &cido sulfrico o pH médio iniciou em 5,20 no primeiro ciclo e
terminou em 4,30 no sexto ciclo (Figura 4A). Foram detectadas diferencas estatisticas
significativas para os efeitos de tratamento, de ciclo e para a interacdo entre ciclo e
tratamento (Tabela 4).

Figura 4. pH final, concentracdo de agucar redutor total residual (ART em g/100 mL,), teor
alcodlico (g/100 mL) e rendimento (g etanol/g ART) ao longo dos reciclos celulares (C1 a
C6) na fermentacdo em batelada alimentada com a linhagem industrial PE-2, lavada com
agua (barra azul) e com &cido sulfarico (barra rosa).
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Duas causas podem justificar essa reducao: a producédo de diéxido de carbono e a
carga acida introduzida pelo tratamento. A producdo de di6éxido de carbono durante a
fermentacdo contribui para a queda de pH observada ao longo dos ciclos na fermentacéo
sem tratamento acido.Oo procedimento de tratamento celular do creme de leveduras até pH
2,5 e seu posterior processo de alimentacdo do mosto implicam a introducdo de carga acida
residual no sistema; mesmo apés diluicao pela alimentacdo com caldo de cana, essa carga
tende a reduzir o pH do processo fermentativo e a persistir nos ciclos seguintes,

especialmente quando a capacidade tampao do mosto fermentativo é limitada.
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A levedura S. cerevisiae apresenta crescimento adequado e eficiéncia fermentativa
dentro de uma faixa de pH entre 4,0 e 6,0, sendo organismos acidofilicos que se
desenvolvem melhor em condicGes levemente acidas (Narendranath; Power, 2005). De
acordo com Liu et al. (2015), essa levedura apresenta crescimento adequado e producao
maxima de etanol em valores proximos de 4,9. Além disso, estudos de Lin et al. (2012)
investigaram os efeitos de parametros como pH, temperatura e concentracdo de substrato
na fermentacdo alcodlica utilizando a levedura S. cerevisiae BY4742, isolada da
fermentacéo de vinho, demonstrando que pH abaixo de 3,0 pode causar severa inibicdo do
crescimento, aumento da fase lag e reducdo da biomassa final. O pH inicial também
influencia o consumo de agucares e a producao de etanol, sendo que valores mais elevados
(4,50-5,50) geralmente promovem maior rendimento etandlico e menor acumulo de
subprodutos, como glicerol e &cido acético.

Entretanto, nos dados obtidos a partir do crescimento em meio semissintético (YPD)
observou-se que a duracao da fase lag da cepa PE-2 nao foi afetada pelo tratamento acido,
demonstrando a adaptacéo da cepa a acidificacdo do pH (Tabela 5).

Em relagcdo ao teor de agucar redutor total residual, observou-se que a condi¢cdo sem
tratamento acido apresentou aumento no quinto ciclo, enquanto na condigdo com tratamento
acido o aumento ocorreu mais cedo. Foram detectadas diferengcas estatisticamente
significativas para ciclo e interagdo entre ciclo e tratamento, mas ndo houve diferenga entre
os tratamentos (Figura 4B; Tabela 4).

Em termos de producdo de etanol, a fermentagdo com tratamento acido mostrou
valores iniciais superiores, com estabilizacdo ao longo dos ciclos. Na fermentacdo sem
tratamento acido, as concentragfes de etanol variaram ao longo dos ciclos, alcangando 6,94
g/100 mL no sexto ciclo. Na fermentacdo com tratamento &cido, o teor alcodlico atingiu a
média de 6,97 g/100 mL no sexto ciclo. A andlise estatistica indicou efeitos significativos
para ciclo, mas ndo para tratamento (Figura 4C; Tabela 4). Esses resultados sugerem
adaptacdo da cepa PE-2 ao tratamento com acido sulfarico e estabilizagdo da producédo
alcodlica apo6s os ciclos iniciais.

Pereira et al. (2011) identificaram um limiar critico em torno de 140 g/L de etanol,
acima do qual a viabilidade de cepas industriais declina acentuadamente. Os teores
alcodlicos maximos observados em nosso estudo foram de 6,94-6,97 g/100 mL, ou seja,
69,4—-69,7 g/L, valores substancialmente inferiores a esse limiar. Dessa forma, embora tenha
sido detectada diferenga estatisticamente significativa para viabilidade (%) e para a
contagem de UFC/mL em funcéo de ciclo e de tratamento, é pouco provavel que o teor de
etanol isoladamente tenha provocado alteragdes criticas na populagéo de S. cerevisiae PE-2

nas condicdes testadas.
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O rendimento em etanol, apesar das variacdes ao longo dos ciclos fermentativos,
evoluiu para valores similares ao final do sexto ciclo, entre 0,45 e 0,47 g/g para fermentacao
sem tratamento acido e com tratamento acido, respectivamente. A analise estatistica ndo
identificou diferencas significativas entre ciclos, entre tratamentos e nem para a interacado
ciclo e tratamento (Tabela 4; Figura 4D). Embora tenham ocorrido variacdes significativas do
teor alcodlico e da concentracdo de acUcares redutores totais ao longo dos ciclos
fermentativos, o desempenho fermentativo da levedura ndo se alterou, mostrando que a
linhagem industrial PE-2 é bem adaptada as condi¢des do processo fermentativo, ndo sendo
também impactada pelo tratamento &cido.

Os resultados da andlise da frequiéncia do numero de cicatrizes de brotamento das
células nas fermentacdes com e sem tratamento acido estdo apresentados na Figura 5. A
andlise estatistica por Qui-quadrado mostrou nao haver diferenca nas frequéncias obtidas
comparando-se os dois tratamentos (sem e com tratamento acido) em cada ciclo
fermentativo. O numero de cicatrizes de brotamento é uma medida da idade da cultura de
leveduras, o que indica o tempo de vida replicativa da levedura (Hagiwara et al., 2011). O
resultado aqui encontrado pode indicar que a idade das células nas condicdes sem e com
tratamento acido € praticamente a mesma, ou seja, a maioria das células tem entre 0 e 2
cicatrizes de brotamento independentemente do tratamento.

Hagiwara et al. (2011) discutiram a lei da conservagdo (conservation law) em
leveduras que se reproduzem por brotamento (budding yeasts) em meio liquido, afirmando
que “o tamanho da populacdo (ndmero total de células) é aproximadamente igual a soma
total de cicatrizes de fodas as células”. Depois de algumas horas de cultivo, o nimero de
células originais se torna menor do que 0,05% do numero total de células, sendo, portanto,
insignificante. Assim, os autores consideram que, se muitas células ‘velhas’ morrerem na
cultura, o numero total de células se torna maior que o0 nimero de cicatrizes. Ao contrario,
se muitas células filhas morrem, o numero total de células fica menor que o ndmero de
cicatrizes. Eles estabelecem, portanto que, se a relacdo nimero médio de cicatrizes/nimero
de células for 1, ndo ha discrepancia na lei da conservacéo; se for menor que 1 significa que
células mais velhas morreram com mais frequéncia; e se for maior que 1, entdo sdo as
células mais jovens que morreram.

Aplicando esse parametro aos resultados ‘numero de cicatrizes — numero de células’
para cada condicdo — sem tratamento e com tratamento acido — observa-se que a média
geral para a fermentagéo sem tratamento foi de 0,94 e para a fermentagcdo com tratamento
foi também 0,94, confirmando, portanto, que a lei da conservacdo se aplica a ambas as
condi¢bes, ou seja, o tratamento acido ndo tem influéncia sobre a vida replicativa da

levedura.
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Figura 5. Frequéncia de células em funcdo do numero de cicatrizes de brotamento da
linhagem industrial PE-2 na fase de pé-de-cuba e ap0s tratamento &cido (barra rosa) ou sem
tratamento (barra azul) realizados apos 6 ciclos na fermentagdo em batelada alimentada.
Numero total de células contadas=100.
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Associando esse resultado aos dados obtidos para brotamento (%), parametro que

apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (sendo maior para a condicdo

tratamento acido), pode-se inferir que ha um estimulo ao brotamento das células devido a

morte de células ocasionada pelo &cido, mas as células mortas sdo provavelmente células

jovens, nao havendo sobrevivéncia das células por muito tempo nas condi¢cbes de
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fermentacdo. Se isso acontecesse, 0 humero de células com maior nimero de cicatrizes de

brotamento seria maior.

5.2 Efeito do tratamento acido sobre a levedura industrial CAT-1

Os mesmos experimentos foram realizados com a cepa CAT-1 para avaliar
parametros de viabilidade e vitalidade a partir de indicadores microbiologicos e
fermentativos. O propdsito foi investigar como o tratamento com acido sulfurico influencia
diferentes linhagens de S. cerevisiae, permitindo discutir respostas adaptativas especificas
de cada cepa e 0s mecanismos fisiolégicos mobilizados durante a fermentacgéo.

Quanto a contagem de UFC/mL, a linhagem CAT-1 apresentou valores médios de
7,75 x 10° UFC/mL no pé de cuba. Ao final do 6.° ciclo fermentativo, observou-se uma
reducdo para 4,05 x 10° UFC/mL na fermentacdo sem tratamento &cido e 1,76 x 10°
UFC/mL na fermentacdo submetida ao tratamento &cido (Figura 6A). A analise estatistica
indicou diferenca significativa entre os ciclos, mas ndo entre os tratamentos (Tabela 6),
evidenciando que a cepa sofreu impacto ao longo dos reciclos fermentativos, reduzindo o
namero de UFC/mL. No entanto, o numero de células viaveis/mL n&o apresentou variacao
significativa entre os ciclos ou entre os tratamentos (Figura 6B; Tabela 6).

Quanto a viabilidade celular (%), observou-se que na fermentacdo sem tratamento
acido, os valores iniciais foram de 89,7% no pé de cuba, atingindo 91,5% ao final do sexto
ciclo. Na fermentacgéo tratada com &cido sulfurico, a viabilidade estabilizou-se em 82,6% no
sexto ciclo. A analise estatistica evidenciou diferenga significativa entre os tratamentos,
indicando uma reducdo geral da viabilidade na condicdo &cida em comparagdo a
fermentacdo sem tratamento acido (Figura 6C; Tabela 6). Esses resultados corroboram os
achados de Della-Bianca e Gombert (2013), que destacaram a sensibilidade da linhagem
industrial CAT-1 ao estresse provocado por baixos valores de pH, ressaltando que, em pH
2,5, a cepa CAT-1 ndo apresentou crescimento apds seis dias de incubagdo. Os mesmos
autores reforcam que a resposta da CAT-1 ao estresse acido esta associada ndo apenas a
perda de crescimento, mas também a alteragBes fisioldgicas que comprometem sua
vitalidade. Em experimentos comparativos, CAT-1 apresentou maior reducéo de viabilidade
do que PE-2 sob condicbes de 2,5, evidenciando menor capacidade de tolerancia ao
tratamento acido (Della-Bianca; Gombert, 2013).

Em relagéo a atividade reprodutiva, a andlise do percentual de brotamento revelou
que a cepa CAT-1 apresentou valores médios significativamente superiores na presenca do
tratamento 4cido, iniciando em 12,65% no pé de cuba e alcancando 38,52% no sexto ciclo
fermentativo, em comparacdo com 25,55% na fermentacdo sem tratamento acido (Figura
6D). Esses resultados indicam que o tratamento &cido estimulou a atividade celular

associada ao brotamento, especialmente nos ciclos mais avancados. Além disso, a andlise
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estatistica evidenciou diferencas significativas para os fatores ciclo, tratamento e para a
interacdo entre ambos (Tabela 6). De forma geral, o processo fermentativo promoveu o
aumento da divisdo celular, sendo esse efeito potencializado pela aplicacdo do tratamento
acido.

Figura 6. Log do nimero de UFC/mL, log do nimero de células/mL, viabilidade celular (%) e
taxa de brotamento (%) da linhagem industrial CAT-1 ao longo dos reciclos celulares (C1 a

C6) na fermentagcdo em batelada alimentada, com (barra rosa) e sem tratamento (barra azul)
com &cido sulfarico. A barra verde refere-se ao estagio de pé-de-cuba.
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O indice de brotamento (budding index, Bl) quantifica a fracdo de células em divisdo
e funciona como um marcador direto da atividade reprodutiva da populacdo. A medicdo em
tempo real do Bl permite detectar alteracbes na dinamica celular que nao séao
imediatamente evidentes por contagens totais ou CFU (Marba-Ardébol et al., 2018). Esses
autores demonstraram que o Bl se correlaciona fortemente com a taxa de crescimento e
varia conforme as fases do cultivo; picos de Bl ocorrem na adaptacgdo/inicio do crescimento
e declinam quando a populacdo aumenta em quantidade de células em estagio reprodutivo.
Assim, um aumento do Bl em CAT-1 sob tratamento &cido pode indicar alteracdo da
heterogeneidade populacional (selecdo ou ativacdo de subpopulacdes reprodutivamente
ativas) e/ou mudancas no estagio do ciclo celular que acompanham o estresse aplicado
(Marba-Ardébol et al., 2018).
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Tabela 6. Resultado da andlise estatistica das varidveis/parametros analisados durante
fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular (seis ciclos fermentativos) da
levedura industrial CAT-1 em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua;
acido sulfarico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo Interacdo

Log namero células/mL n.s n.s n.s

Log numero UFC/mL n.s * n.s
Brotamento (%) * * *

Viabilidade (%) * n.s n.s
Teor alcodlico (g/100 mL) * * *
Acucar redutor total residual (g/100 mL) * * *
pH final * * *

Rendimento (g etanol/g agucar redutor total) * * n.s

n.s.= néo significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Os parametros de crescimento da cepa CAT-1 em meio liquido estdo apresentados
na Figura 7, incluindo a velocidade especifica maxima de crescimento (h™), a variagdo da
absorbéancia e a duracdo da fase lag. A analise estatistica revelou que a velocidade
especifica méxima de crescimento apresentou diferencas significativas para ciclo,
tratamento e interacdo entre ciclo e tratamento (Tabela 7). Na fermentacdo sem tratamento
acido, a velocidade aumentou progressivamente do pé de cuba até o sexto ciclo. Em
contraste, na presenca do acido, observou-se uma redugéo da velocidade de crescimento,
resultando em valores inferiores aos observados no pé de cuba.

Especificamente quanto a duragdo da fase lag, houve diferenga significativa entre
ciclos, com reducdo média dos valores encontrados no pé-de-cuba para o primeiro ciclo
fermentativo e aumento no sexto ciclo, tanto na fermentacdo sem quanto na fermentacdo
com tratamento acido. Ja a variagdo da absorbancia apresentou diferenca significativa para
ciclo e tratamento, demonstrando aumento no primeiro ciclo na presenca do acido e reducéo
ao final do sexto ciclo em ambas as condicdes.

Em patrticular, a reducéo significativa da velocidade de crescimento na presenca de
acido sugere que o tratamento induz mecanismos de adaptacdo ou tolerancia que modulam
o crescimento celular. Além disso, a interacdo significativa entre tratamento e ciclo
observada na variacdo de absorbancia indica que a resposta da cepa CAT-1 ao acido, bem
como seu comportamento de crescimento, varia ao longo dos ciclos fermentativos, refletindo

ajustes fisiolégicos frente ao estresse imposto pelo processo.
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Figura 7. Velocidade especifica maxima de crescimento (h™1), variacdo de absorbéancia e
duracdo da fase lag (h) da linhagem industrial CAT-1 no estagio de pé-de-cuba (PC) e ao
final dos ciclos 1 e 6 (C1 e C6) na fermentacdo em batelada alimentada.
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Tabela 7. Resultado da analise estatistica dos pardmetros analisados quanto ao
crescimento em meio semissintético (YPD) das células da linhagem industrial CAT-1
amostradas da fermentagdo em batelada alimentada com reciclo celular, apds os ciclos
fermentativos 1 e 6, em caldo de cana submetida a dois tratamentos celulares (agua; acido
sulfdrico, pH 2,5).

Two-way anova

Parametro
Tratamento Ciclo Interacéo
Velocidade especifica maxima de crescimento (h?) * * *
Duracéo da fase lag (h) n.s * n.s
Variacdo de absorbéancia * * n.s

n.s.= nao significativo (p>0,05); *= significativo a 5% (p<0,05)

Na Figura 8 sao apresentados os resultados de teor alcodlico, aclUcares redutores
totais residuais, pH final e rendimento. Em relacdo ao pH (Figura 8A), foi observada
diferenca significativa entre ciclos e tratamentos, com interacdo significativa entre ciclo e
tratamento (Tabela 6). A queda observada no pH final na fermentagdo com tratamento acido
era esperada, refletindo o efeito do procedimento de acidificacdo sobre o mosto. Assim
como discutido para a linhagem PE-2, dois fatores principais explicam essa redugdo: a
liberacdo de CO, durante a fermentacéo, que ao reagir com a agua forma acido carbénico e

reduz o pH a medida que os ciclos avangcam; e 0 ajuste da solucao de tratamento com acido
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sulfurico para pH 2,5, seguido da alimentacdo com caldo de cana diretamente sobre essa

solucéo, intensificando a queda de pH na fermentacao com tratamento acido.

Figura 8. pH final, concentracao de acucar redutor total residual (ART em g/100 mL), teor
alcodlico (g/100 mL) e rendimento (g etanol/g acucar) ao longo dos reciclos celulares (C1 a
C6) na fermentacdo em batelada alimentada com a linhagem industrial CAT-1, com (barra
rosa) e sem tratamento (barra azul) com &cido sulfdrico.
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Em relacdo aos acucares redutores totais residuais (Figura 8B), observou-se
aumento na quantidade de agucares remanescentes até o terceiro ciclo, seguido de queda e
posterior elevacdo até o sexto ciclo na fermentagdo sem tratamento acido. Na fermentacao
tratada com &cido sulftrico, verificou-se um aumento gradual dos aguUcares residuais ao
longo dos ciclos, alcancando uma média de 0,59 g/100 mL no sexto ciclo, em comparagéo
com 0,23 g/100 mL na fermentacdo sem tratamento (Figura 8B). Foi detectada diferenca
estatisticamente significativa para ciclo, tratamento e interacdo entre ciclo e tratamento,
indicando que a cepa CAT-1 apresenta reducgdo na utilizacdo do substrato a medida que a
fermentagdo avanca, especialmente sob efeito do tratamento acido.

Segundo Della-Bianca e Gombert (2013), linhagens industriais como a CAT-1
apresentam queda de rendimento em condi¢cbes de baixo pH. O estudo demonstra que,
embora mantenha atividade fermentativa, ha prejuizo no aproveitamento do substrato e no

rendimento alcodlico, sobretudo em cenarios que simulam o ambiente industrial de reciclos
sucessivos.
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O teor alcodlico (g/100 mL) apresentou comportamento distinto entre os tratamentos.
Na fermentacdo sem tratamento acido observou-se aumento do primeiro até o quarto ciclo,
atingindo 7,49 g/100 mL; houve queda no quinto ciclo e o sexto finalizou em 6,58 g/100 mL.
Na fermentacdo com tratamento acido o pico ocorreu mais cedo, no terceiro ciclo, com 6,37
g/100 mL, valor inferior ao observado na fermentacdo sem tratamento acido, e encerrou o
sexto ciclo em 6,06 g/100 mL. A analise estatistica indicou variacao significativa em funcao
de ciclo e de tratamento, além de interacdo entre ciclo e tratamento (Figura 8C; Tabela 6).
Esses resultados sugerem que o tratamento com acido sulfdrico afetou a capacidade da
cepa CAT-1 de produzir etanol sob as condi¢Oes testadas.

O rendimento em etanol, expresso em gramas de etanol por grama de acUcar redutor
total (g etanol/g ART), apresentou comportamento distinto entre os tratamentos. Ao longo
dos ciclos de fermentacédo, a condicdo sem tratamento mostrou melhor resultado nos ciclos
intermediarios, atingindo pico de 0,51 g/g no quarto ciclo e finalizando o sexto ciclo em 0,45
g/g. A fermentacdo tratada com acido apresentou rendimento menor na fase final, com
média de 0,42 g etanol/g no sexto ciclo. A analise estatistica indicou diferenga significativa
em funcéo de ciclo e de tratamento (Figura 8D; Tabela 6).

Os resultados da andlise da frequéncia do niamero de cicatrizes de brotamento das
células nas fermentagcdes com e sem tratamento acido estdo apresentados na Figura 9. A
andlise estatistica por Qui-quadrado mostrou ndo haver diferengca nas frequéncias obtidas
comparando-se 0s dois tratamentos (sem e com tratamento &cido) em cada ciclo
fermentativo. O resultado aqui encontrado pode indicar que a idade das células nas
condigcbes sem e com tratamento acido € praticamente a mesma, ou seja, a maioria das
células tem entre 0 e 2 cicatrizes de brotamento independentemente do tratamento.

Aplicando o parametro proposto por Hagiwara et al. (2011), conforme descrito no
item anterior para a linhagem PE-2, aos resultados ‘numero de cicatrizes — nimero de
células’ para cada condigdo — sem tratamento e com tratamento &cido — observa-se que a
média geral para a fermentacdo sem tratamento foi de 0,96 e para a fermentacdo com
tratamento foi 0,98, confirmando portanto que a lei da conservacdo se aplica a ambas as
condi¢cdes, ou seja, o tratamento acido ndo tem influéncia sobre a vida replicativa da
levedura.

Associando esse resultado aos dados obtidos para brotamento (%), parametro que
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (sendo maior para a condigdo
tratamento acido), a mesma explicacdo dada a linhagem PE-2 aplica-se a linhagem CAT-1,
ou seja, pode-se inferir que ha um estimulo ao brotamento das células devido a morte de
células ocasionada pelo acido, mas as células mortas sdo provavelmente células jovens,

ndo havendo sobrevivéncia das células por muito tempo nas condi¢des de fermentacéo. Se
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isso acontecesse, o niumero de células com maior nimero de cicatrizes de brotamento seria

maior.

Figura 9. Frequéncia de células em funcdo do numero de cicatrizes de brotamento da
linhagem industrial CAT-1 na fase de pé-de-cuba e apos tratamento acido (barra rosa) ou
sem tratamento (barra azul) realizados apds 6 ciclos na fermentacdo em batelada
alimentada. Numero total de células contadas=100.
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5.3 Andlise comparativa do efeito do tratamento acido sobre as linhagens
industriais PE-2 e CAT-1

As linhagens industriais CAT-1 e PE-2 compartilham caracteristicas favoraveis no
ambiente fermentativo que propiciam sua ampla utlizacdo no cenério brasileiro e
internacional, dentre elas alta adaptabilidade, alto rendimento fermentativo e dominancia
perante demais cepas ao final de cada ciclo (Basso et al., 2008).

Dessa forma, a comparacdo das andlises deste estudo contribui para elucidar as
diferengas presentes em ambas as cepas quanto aos efeitos causados sobre a vitalidade e
a viabilidade celular na presenca do tratamento com acido sulfarico.

Babrzadeh et al. (2012) analisaram a proximidade gendmica entre as linhagens CAT-
1 e JAY299, uma linhagem derivada haploide da linhagem PE-2, por meio da andlise do
namero de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Os autores relataram que, ao analisar
os genes IRAL e IRA2, verificaram diversas mutacdes que devem ter ocorrido durante a
evolugdo dessas cepas. Embora tenham encontrado proximidade genética para o gene
IRA2, ndo foi encontrada alta proximidade genética para o gene IRAL entre as linhagens.
Ambos os genes foram associados a resposta ao estresse ambiental e possuem fungdes
especificas em relagdo um ao outro.

A Figura 10 traz uma representagdo na forma resumida de todos os resultados
obtidos com as duas linhagens industriais de S. cerevisiae, evidenciando as médias gerais
calculadas para as duas condicBes de tratamento (sem e com tratamento acido) com os
resultados das andlises estatisticas.

Independentemente de apresentarem pontos de proximidade genética, as cepas
manifestaram respostas distintas ao tratamento celular com acido sulfarico e aos reciclos
celulares. Quanto a linhagem PE-2, esta apresentou variagdes significativas entre os ciclos
fermentativos para diversos parametros/variaveis, como o nimero de UFC/mL, viabilidade,
brotamento, teor alcodlico, pH final, actcar redutor total residual e variacdo de absorbancia
no teste de crescimento em meio liquido (Tabela 4). Entre os tratamentos (com e sem acido
sulfdrico), observou-se diferenca significativa para brotamento, viabilidade e variacdo de
absorbéancia (Figura 10). Contudo, essa linhagem industrial ndo demonstrou alteracdes
significativas no teor alcoolico e no consumo de acgUcares redutores totais em relacdo ao
tratamento com &cido sulftrico, sugerindo que a sua atividade metabdlica foi relativamente
estavel independentemente do uso do &cido sulfirico no tratamento celular. O rendimento
em etanol foi igual no sexto ciclo em ambas as fermentagbes, demonstrando que esta cepa
se mostra adaptada ao tratamento (Figura 10).

Em comparacéo, a linhagem CAT-1 apresentou respostas mais pronunciadas aos
ciclos fermentativos e aos tratamentos, com diferencas significativas para ciclo em

parametros como o numero de UFC/mL, brotamento, teor alcodlico, teor de aglcar redutor
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total residual, pH, rendimento, velocidade especifica de crescimento e variacdo de
absorbéancia (Tabela 6). Ja para tratamento, essa linhagem apresentou diferenca estatistica
para brotamento, viabilidade, rendimento, velocidade especifica de crescimento e variacédo
da absorbancia (Figura 10) sugerindo que a linhagem CAT-1 foi mais sensivel aos fatores
de estresse induzidos pelo tratamento acido e potencializados pelo reciclo celular (Tabela
6). Essa maior sensibilidade pode estar relacionada as diferencas fenotipicas entre as

linhagens industriais de S. cerevisiae, como evidenciado por Reis et al. (2017).

Figura 10. Representacdo resumida dos resultados obtidos neste estudo com as linhagens
PE-2 e CAT-1 nas fermentacfes em batelada alimentada com reciclo celular com e sem
tratamento acido, em caldo de cana. Os retangulos indicam ndo haver diferenca significativa
entre as médias (considerando a média geral de todos os ciclos) enquanto os triangulos
apontam diferenca significativa entre as meédias, separadamente para cada linhagem, ao
nivel de significancia de 5%.
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Brown et al. (2013) investigaram a resposta transcricional das cepas CAT-1 e PE-2
ap6s o 2° ciclo fermentativo, identificando que a CAT-1 apresentou uma resposta
transcricional mais intensa do que a PE-2 as mudancas ocorridas ao longo dos ciclos de
fermentacdo. Esse padrdo foi evidenciado pela maior inducdo de genes relacionados a
producdo de energia, glicolise, ciclo do &cido tricarboxilico, cadeia transportadora de
elétrons, fermentacéo e respiracédo aerdbia. Além disso, observou-se uma repressao génica
mais pronunciada na sintese de proteinas e em mdultiplos genes associados a resposta ao
estresse ambiental no final da fermentacao, refletindo os desafios enfrentados pelas células
durante a lavagem acida e o estresse osmético no inicio de cada ciclo fermentativo.

Um aspecto relevante a ser considerado refere-se ao rendimento fermentativo e ao

teor de acucar redutor total residual ao final da fermentacdo de cada cepa. Em ambos os
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casos, observou-se sobra de acucar ao final de cada ciclo fermentativo, acompanhada de
queda no rendimento durante os ciclos intermediarios avaliados (entre o0 3.° e 0 4.° ciclo, em
ambos 0s cendrios). Nesse contexto, analises complementares de liberacdo de CO, e de
quantificac@o de carboidratos intracelulares séo ferramentas Uteis para elucidar o destino do
substrato consumido. A literatura aponta que o acumulo de carboidratos de reserva, como
glicogénio e trealose esta fortemente associado a manutencdo da viabilidade celular, ao
passo que a liberagdo de CO, é um bom indicador da velocidade fermentativa e da
adaptacdo da cepa as condi¢bes industriais. Entretanto, Raghavendran et al. (2017)
destacam que taxas reduzidas de desprendimento de CO, nao implicam necessariamente
em menor capacidade fermentativa. Em muitos casos, parte do carbono do mosto é
desviada para a biossintese de carboidratos de reserva, que além de funcionarem como
importantes fontes de energia conferem maior tolerancia celular ao estresse. Assim, o perfil
de desprendimento de CO, pode se apresentar atenuado sem que iSSO comprometa o
desempenho fermentativo ou a adaptacéo da levedura ao ambiente industrial.

Essa observacao esta de acordo com Basso et al. (2015), que indicam que leveduras
industriais, como a PE-2, tendem a acumular maiores quantidades de trealose e glicogénio
em comparagdo com leveduras ndo industriais. Esse acumulo de carboidratos de reserva &
uma caracteristica adaptativa importante para processos industriais continuos, onde a
capacidade de tolerancia ao estresse é crucial para a manutengéo da viabilidade celular e
para a eficiéncia do processo fermentativo ao longo do tempo (Trevisol et al., 2011).

Os estudos de Santos et al. (2017) fornecem uma perspectiva adicional. A linhagem
CAT-1 destacou-se por apresentar niveis aumentados de proteinas do complexo de sintese
de trealose, como Tpsl, Tps2 e Tps3, tornando-a mais eficiente no acumulo dessa
molécula. Além disso, a CAT-1 exibiu niveis elevados de proteinas como Ssal, Hspl04 e
Hsp26, que estao associadas a protecao contra o estresse, a prevencdo da agregacdo de
proteinas e a promocao da longevidade celular. Entretanto, os autores relataram que tais
genes, ao comparar as cepas industriais CAT-1 e PE-2, sdo mais abundantes em CAT-1 do
gue na cepa PE-2 ap6és o 1° ciclo fermentativo.

Trealose e glicogénio séo os principais carboidratos de reserva de S. cerevisiae,
representando parcela significativa da matéria seca da levedura (Ferreira; Amorim; Basso,
1999). Como dito anteriormente, a cepa PE-2 acumula mais trealose e glicogénio que
leveduras de panificagdo. Além disso, esses carboidratos de reserva influenciam na
viabilidade da levedura, apresentando uma queda dréastica da viabilidade quando os niveis
de trealose estdo abaixo de limites criticos, enquanto maiores niveis de trealose contribuem
para a tolerdncia ao estresse durante os reciclos (Basso et al., 2008). Na fisiologia da
levedura, o glicogénio acumula-se mediante a presenca de glicose no meio, enquanto a

trealose acumula-se somente apos a exaustdo da glicose (Francois; Walther; Parrou, 2011).
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Entretanto, os dados de concentracdo de acguUcar redutor residual e rendimento fermentativo
demonstraram a presenca de acucar ao final de cada ciclo fermentativo (ao redor de 4 g/L),
ressaltando que o meio fermentativo ndo estaria com escassez de carboidratos.

O glicogénio exerce efeito diminuto sobre a pressdo osmotica interna da célula,
resultando em vantagem em meios com deficiéncia nutricional, enquanto a trealose atua
sobre a estabilidade da estrutura da bicamada lipidica da membrana celular e das proteinas,
evitando a agregacado de proteinas e mudancas quimicas em moléculas orgéanicas
(Eleutherio et al., 2015; Singer; Lindquist, 1998). Tais caracteristicas fisiologicas acarretam
impactos diretos na fisiologia e, consequentemente, causariam efeitos sobre a fermentacéo
e a producao de etanol.

Na industria brasileira de etanol, os valores usuais variam entre 7 e 12% (v/v) (Brexo;
Sant’Ana, 2017). Nos experimentos conduzidos, os teores alcodlicos médios ao final de seis
ciclos foram de 6,47 g/100 mL (8,19% v/v) na condicdo sem tratamento e 6,51 g/100 mL
(8,24% v/v) com tratamento acido para a linhagem PE-2. J4 a linhagem CAT-1 apresentou
médias de 6,53 g/100 mL (8,27% v/v, sem tratamento) e 5,96 g/100 mL (7,54% v/v, com
tratamento &cido). Em termos préticos, o impacto do tratamento acido foi mais evidente em
CAT-1 do que em PE-2.

Quanto ao rendimento, a linhagem PE-2 apresentou médias de 0,43 g/g (sem
tratamento) e 0,42 g/g (com tratamento), valores bastante préximos entre si. Por outro lado,
para a linhagem CAT-1, os rendimentos foram de 0,44 g/g (sem tratamento) e 0,39 g/g (com
tratamento), indicando reducdo mais expressiva sob a condic¢do de tratamento &acido.

Os dados mostram que para a linhagem PE-2, os reciclos celulares implicaram perda
parcial de células, indicada pela redugdo estatisticamente significativa da viabilidade
percentual ao longo dos ciclos (Tabela 4). Contudo, a densidade de células viaveis/mL,
estimada por contagem microscopica (log células/mL), manteve-se sem variagdo
significativa. Concomitantemente, observou-se aumento do percentual de brotamento com o
avanco dos ciclos, 0 que sugere que a ativacao do processo de brotamento compensou em
parte a perda de viabilidade, resultando em uma populacédo cultivavel relativamente estavel.
Em consequéncia, essa dindmica ndo pareceu comprometer a capacidade fermentativa da
levedura, que registrou elevacao do teor alcodlico e do rendimento nos ciclos intermediarios
(ciclos dois e trés), independentemente da aplicacao do tratamento acido.

Essas diferencas foram suportadas pela analise estatistica, indicando efeito de ciclo
e de tratamento sobre os parametros fermentativos e sugerem que a capacidade de
conversao de substrato em etanol pela CAT-1 foi mais sensivel ao tratamento acido do que
a observada para PE-2.

No que tange a dindmica populacional, os dados mostram impacto relevante do

tratamento sobre a culturabildiade e a vitalidade da CAT-1. As contagens de UFC/mL
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diminuiram do pé de cuba de 7,75 x 10° UFC/mL para 4,05 x 10° UFC/mL no 6.° ciclo em
controle e para 1,76 x 10° UFC/mL na condicdo sem tratamento (Figura 7A), evidenciando
perda progressiva de unidades formadoras de colbnia, especialmente com o tratamento
acido. A contagem microscépica do numero de células por mL, por sua vez, ndo variou
significativamente, enquanto a viabilidade percentual foi consistentemente menor ha
condicdo com tratamento acido (iniciando em 76,3% e estabilizando em 82,6% no ciclo 6
contra 89,7% para 91,5% na fermentacdo sem tratamento). O percentual de brotamento
aumentou de forma mais pronunciada na presengca do &cido (12,65% para 38,52%),
indicando maior estimulo & divisdo celular em subpopulagcbes capazes de brotar, mesmo
com reducédo da culturabildiade.

Em conjunto, o padrdo de aumento do acucar residual — notadamente maior na
condicdo com tratamento acido, alcancando 0,59 g/100 mL no ciclo 6 versus 0,23 g/100 mL
sem tratamento — associado a queda do rendimento e a redugéo da velocidade especifica
méaxima de crescimento sob efeito do &cido, sugere que parte do carbono néo foi convertida
em etanol. Possiveis explicacdes incluem reducdo da atividade fermentativa por dano
fisiolégico, desvio de carbono para sintese de carboidratos de reserva ou competicao/efeitos
de coestressores; todavia, a confimacdo desses mecanismos exige medidas
complementares, como quantificacdo de glicogénio e trealose, perfil de agucares por HPLC
e mensuracdo de ATP intracelular.

Os resultados das contagens de cicatrizes de brotamento com as duas linhagens
mostraram que ndo houve diferenca quanto a idade das células nas duas situacdes de
tratamento celular (com e sem tratamento acido) apés os ciclos fermentativos, de forma que
a hip6tese normalmente apresentada de que o tratamento acido mata as células
senescentes mantendo a populagdo mais jovem e, portanto, mais fisiologicamente ativa
(Gomes et al., 2016; Oliva-Neto et al., 2013; Silva et al., 2011), parece ndo ser suportada
pelos resultados aqui apresentados. O padrdo de frequéncia de células em funcdo do
namero de cicatrizes de brotamento € o mesmo desde a fase de pé-de-cuba, ndo variando
entre os ciclos e entre os tratamentos. Desde a fase de propagacdo das células, essas
apresentaram poucas cicatrizes de brotamento (a maioria até 2-3 cicatrizes). Porém, foi
significativa a queda de viabilidade com o tratamento acido para ambas as linhagens ao
mesmo tempo que o numero de células viadveis ndo se alterou significativamente. Esse
resultado mostra que ocorre morte de células por acdo do acido, induzindo o aumento
significativo no percentual de brotamento para producao de novas células e mantendo assim
0 numero total de células constante. Porém as células que morrem sao células jovens, de
forma que uma célula ndo vive por muito tempo no ambiente fermentativo. Essa € uma
hipotese que merece ser comprovada com outras técnicas que permitam seguir o curso de

vida das células individualmente.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com acido sulfarico (H,SO,, pH 2,5; 2 h) aplicado ao final de cada ciclo
afetou tanto a viabilidade quanto a vitalidade de Saccharomyces cerevisiae, de maneira
dependente da linhagem. Na linhagem PE-2, o tratamento induziu reducdo da viabilidade
(%), aumento do brotamento (%), queda da velocidade especifica de crescimento (Mmax, ™)
e alteracdo da variacdo de absorbancia, indicando impacto sobre a vitalidade e a viabilidade
da populagdo. Nao obstante, a capacidade fermentativa da PE-2 foi preservada ao longo
dos seis ciclos: ndo se verificou comprometimento significativo no teor alcodlico (g / 100 mL)
nem no rendimento (g etanol / g agucares), caracterizando um perfil de robustez funcional
em gue a reducao parcial de marcadores celulares ndo se traduz em perda de eficiéncia de
conversao.

Em contraste, a linhagem CAT-1 demonstrou maior sensibilidade ao tratamento
acido. Observou-se aumento do brotamento (%), acompanhado de reduc¢éo do teor alcodlico
(g / 100 mL), acumulo de agucares redutores residuais (g / 100 mL) e queda do rendimento
(g etanol / g agucares). Esses achados indicam que, sob estresse &acido, CAT-1 mobiliza
estratégias de divisdo e sobrevivéncia em detrimento da eficiéncia fermentativa, resultando
em menor consumo de substrato e perda de rendimento.

A analise das cicatrizes de brotamento (nUmero de cicatrizes / numero de célula)
forneceu evidéncias convergentes em ambas as cepas: houve indicios de selecao de
subpopulac6es metabolicamente ativas concomitante a morte de células de maneira prévia
ao acumulo de caracteristicas correlacionadas a senescéncia, sugerindo reducdo da
longevidade da populacéo sob ciclos sucessivos de estresse.

Dessa forma, o tratamento celular com &cido sulfirico mantém-se como uma opcao
tecnicamente viavel e amplamente empregada para o controle bacteriano no contexto
industrial, sem evidéncias de comprometimento da vida reprodutiva das linhagens de S.
cerevisiae avaliadas nas condi¢cdes estudadas. A andlise das cicatrizes de brotamento
indicou que o tratamento 4cido ndo afetou a longevidade da levedura, sendo um fator
atrelado a prépria fermentacdo. Embora tenham sido observados efeitos negativos pontuais
sobre viabilidade e vitalidade, especialmente dependentes da linhagem, tais alteracdes néo
se refletiram necessariamente em perdas de desempenho fermentativo. Na linhagem PE-2,
em particular, o rendimento e o teor alcodlico foram mantidos ao longo dos ciclos,
evidenciando que a exposi¢do ao acido sulfarico pode ser compativel com elevada eficiéncia
de conversdo. Esses resultados reforcam que o tratamento acido, quando adequadamente
conduzido, concilia controle microbiano com preservacdo da dindmica populacional e do
rendimento fermentativo, devendo sua aplicacdo considerar a resposta especifica de cada

linhagem industrial.
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